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Uber den Einflu8 der Spurenelemente 
des Leitungswassers auf die Siiurebildung 
durch Aspergillus niger-Stiimme. 
Von 
H. Knobloch und R. Sellmann !. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelehemie der Deutschen 
Technischen Hochschule in Prag.) 
(Eingegangen am 3. Juli 1941.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Der EinfluB von Spurenelementen auf das Wachstum von Asper- 
gillus niger war schon wiederholt Gegenstand eingehender Unter- 
suchungen?, wahrend iiber die Beeinflussung der Saurebildung durch 
dieselben bisher nur wenige Beobachtungen vorliegen. Wenn man die 
betrachtlichen Unterschiede ins Auge faBt, die zwischen den einzelnen 
Stémmen in bezug auf die optimale Zusammensetzung der Nahrlésung 
herrschen?, so wird man verstehen, da auch die Wirkungen der Spuren- 
elemente von Stamm zu Stamm verschieden sind. 

Perquin® stellte fest, daB bei dem von ihm untersuchten Pilzstamm die 
Saureausbeuten bei Verwendung von doppelt destilliertem Wasser be- 
deutend héher lagen als bei einfach destilliertem. Er konnte zeigen, daB® 
in Gegenwart geringer Mengen Eisen eine deutliche Verringerung der 
Saurebildung stattfand, und fiihrte den EinfluB8 des Wassers auf eine Ver- 
unreinigung desselben mit Eisen zuriick. Auch Spuren von Ca und Al 
sollen auf die Anhaéufung von Citronenséure ungiinstig wirken*, Spuren- 
elemente sollen weiterhin auch auf die Nitratassimilation einen EinfluB 
haben® (vgl. dagegen Gollmick*). 

Aufgabe der vorliegenden Untersuchung war es festzustellen, in 
welcher Weise die Spurenelemente des Leitungswassers auf die Siaure- 
bildung verschiedener Aspergillus niger-Stéimme einwirken; es sollte 
ferner gepriift werden, ob diese Wirkung von der Zusammensetzung 
der Nahrldsung (N- Quelle) abhangig ist. Wie schon in friiheren Arbeiten® 
gezeigt werden konnte, ist das physiologische Verhalten der Aspergillus 
niger-Stémme sehr verschieden; um eine méglichst breite Versuchsbasis 
zu schaffen, wurde daher an 44 Aspergillus niger-Stémmen die Beein- 


1 XIT. Mitteilung in der von K. Bernhauer u. Mitarbeitern begonnenen 
Reihe: Uber die Saurebildung durch Aspergillus niger. — ? Vgl. z. B. F’.Goll- 
mick, Centralbl. f. Bact. IT, 98, 421, 1936. — * Vgl. z. B. H. C. Perquin, Diss. 
Delft 1938, S. 121—122. — 4 Klapproth, D. R. P. 619977, 1935. — ° JN. 
Currie, J. of biol. Chem. 31, 15, 1917. — ® Vgl. z. B. K. Bernhauer u. Mit- 
arbeiter, diese Zeitschr. 308, 300, 1940. 
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fallenderweise von der Art der Nahrlésung abhangig (vgl. Abb. ] und 2): 
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hat dieselbe die von Perquin angegebene Zusammensetzung (Nahr- 
boden 4 und 4a), so bilden 28 Stémme bei Verwendung von destilliertem 


Wasser mehr Saure als in 
Gegenwart von Leitungs- 
wasser. Bietet man dem 
Pilz einen etwas _ ver- 
ainderten Nahrboden mit 
Mg(NOx)o. als N-Quelle 
(Nahrboden 3 und 3a), so 
zeigen nur 13 Stimme 
diese Erscheinung. Die 
Unterschiede in der Saue- 
rung des Mediums kénnen 
unter Umstanden beacht- 
lich groB sein. Vgl. Abb. 3a, 
3b, 3e. 


Hinsichtlich der Ein- 
wirkung der Spurenele- 
mente des Leitungswassers 
auf den Pilz miissen wir 
zwischen ihrem EinfluB auf 
das Wachstum  einerseits 
und auf die Saurebildung 
andererseits unterscheiden. 
Durch das Fehlen bzw. 
durch einen Mangel _be- 
stimmter Elemente, wie dies 
bei der Verwendung von 
destilliertem Wasser zur 
Bereitung der Nahrlésun- 
gen der Fall] ist, werden im 
allgemeinen die Lebens- 
funktionen wie Wachstum, 
Sporenbildung usw. ver- 
ringert. Dadurch wird der 
Zucker zumeist langsamer 
verbraucht und bei vielen 
Stémmen nicht véllig bis 
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Abb. 3c. 


Abb. 3a,b,e. Durch die Wirkung der Spuren- 
elemente des Leitungswassers (Kurve 4a) tritt bei 
diesen Pilzstimmen eine deutliche Verringerung 
der Siurebildung ein. (NH, NO -Niihrboden.) 


zu COs abgebaut, sondern es kommt zu einer Anhaufung von 
Zwischenprodukten. Wahrend also das Wachstum verringert ist, kann 
auf diese Weise die Saurebildung (da auch weniger Zucker zur Mycel- 
bildung verbraucht wird) erhéht sein (vgl. Abb. 4a, 4b, 4c). Mg-Ionen 
beschleunigen bei einigen Stammen die Saiurebildung und manchmal 
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Abb. 4a, b, ec. Durch die Beschleunigung der 


Stoffwechselvorgiinge in Gegenwart der Spuren- 
elemente des Leitungswassers ist hei diesen Pilz- 
stiimmen nicht nur die Siurebildung, sondern auch 
der Siiureabbau beschleunigt. Auf destilliertem 
Wasser kiénnen daher héhere Siiureausbeuten er- 
zielt werden. [(Mg(N 0.) 9-Nahrboden.} 
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anscheinend auch den 
Saureabbau. Bei Verwen 
dung des Nahrbodens 3a 
[Mg (NOs). 
Erhéhung der Sdéureaus- 
beuten statt gegentiber dem 
Nahrboden 

Leitungswasser]|. Die 
der Le- 
bensvorgange des 


Beschleunigung 
Pilzes, 
also auch des Saureab- 
baus, die bei Mg(NO.,).- 
haltigen Nahrbéden manch- 
mal auftritt, kann 
nach durch einen Mangel 
an Spurenelementen auf- 
gehoben werden (Abb. 5). 
Auf NH,NOs-haltigem 
Nahrboden findet hingegen 
bei Verwendung von Lei- 
tungswasser_ kraftigere 
Saurebildung statt (Abb. 6). 
Nicht Staémme  ver- 
halten sich jedoch in dieser 
Weise ; bei manchen Pilzen 
(z. B. Stamm 6, 7) geht 
mit der Wachstumshem 
mung auch eine Verringe- 
rung der Saurebildung 
Hand in Hand. 
Zusammenfassend lilt 
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Sadurebildungsproze® sehr rasch vor sich. 
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wendung von Leitungswasser bei manchen Stammen unter bestimmten 
Bedingungen eine betrachtliche Erniedrigung der Saureausbeuten her- 
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Versuchsdurehfiihrung. 

Versuchsansatz: 300 cem Palex-Erlenmeyer-Kolben mit je 100 cem 
Nahrlésung, bestehend aus 15°, Rohrzucker mit folgenden Salzen (Merck 
zur Analyse bzw. reinst), vgl. Tabelle I. 

Tabelle LI. 





MgSO, 


Feit N- Quelle KH,PO, | MSE% Zusiitze Wasser 
l 0,2 % NH,NO, | 01% 0,025 ~ doppelt destil- 
liertes Wasser 
2 0,2 % NH,NO, 0.1% 0,025 % | 0,385 % MgCl, dasselbe 
3 0,64 % Mg (NOs), | 0,1.% 0,025 % - dasselbe 
3a 0,64% Mg (NOz). |, 0,1% | 0,025% — Leitungswasser 
4 0,15% NH,NO,;  0,0076 %'0,050% | 0,059, KCI doppelt destil- 
0,01% CaCl, liertes Wasser 
0,01 % ZnSO, 
4a | 0.15% NH,NO, | 0,0076%/0,05 % dasselbe Leitungswasser 


Die Herstellung der Garlésung wurde entweder mit Leitungswasser 
oder doppelt destilliertem Wasser durchgefiihrt (vgl. Tabelle I). Der Rohr- 
zucker war eine normale Handelssorte, es wurde jedoch zu den vorliegenden 
Untersuchungen stets die gleiche Sorte verwendet, um Fehlschliisse zu ver- 
meiden, die durch eine eventuelle Verschiedenheit im Gehalt des Zuckers 
an Aschestoffen zustande kommen kénnten. 

Sterilisation: 1 Stunde im strémenden Dampf. Impfung mit etwa 
1 cem einer Sporensuspension der betreffenden Pilzkultur (Alter derselben 
zwischen 5 und 30 Tagen) nachdem der Nahrboden durch Anséuern auf 
einen Gehalt von 0,01 .n an HCl gebracht worden war. Temperatur 30 —32°. 
Vom 7. Tage an wurde die Saurebildung durch Entnahme von 2 cem der 
Nahrlésung und Titration derselben mit n/10 KOH (Phenolphthalein) 
kontrolliert. Nachdem das Maximum der Saéuremenge erreicht war — oder 
spatestens am 25. Tage —, wurden die Versuche analytisch aufgearbeitet. 
In der Garlésung wurde nach dem Auffiillen auf ein bestimmtes Volumen 
der Restzucker nach Bertrand und, wenn die Aciditaét geniigend groB war, 
auch die Citronensiure als Ca-Citrat bestimmt. Die Pilztrockensubstanz 
wurde n der Weise festgestellt, da man das Mycel nach gutem Waschen 
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mit destilliertem Wasser und nach einer etwa eintagigen Vortrocknung 
bei 50° noch etwa 2 Stunden auf 100° erhitzte und dann zur Wagung brachte. 
Aus den an 43 Pilzstémmen gewonnenen Versuchsergebnissen seien 
hier diejenigen von 7 Pilzstammen wiedergegeben. Die iibrigen Pilzstémme 
verhielten sich durchaus ahnlich wie die angefiihrten. Beim Pilzstamm 8 
und 9 tritt deutlich der beschleunigende EinfluB von MgCl, auf die Citronen 
siuregirung hervor. Pilzstamm 14 hingegen verhalt sich Mg-feindlich. 


Tabelle LI. 











_. Pilzstamm 3 5 9 12 14 34 44 
MABUOUE oink ic oc ses 420 | 330 | 650 | 340 «1180 170 60 
| Nt a ss 23; 23) 25! 2&5 27' 23 15 
1 l Mycelgewicht ......... 2,4 | 0,74 1,8) 0,7 1,5 | 0,79 0,8 
% verbrauchter Zucker | 13,4 | 86/124 84 13,7 7,2 7,6 
Besporung *........... 0 0 0 0 0 xX» 
Meximum «...65..5.... 420 |1070,1130) 540 140 320° 190 
| ME po ewe cas owe ne 25} 21) 26 25 25 19 21 
2 Mycelgewicht ......... 2,7 | 1,90! 2,7} 08 0,6 | 2,58 | 2,78 
| o” verbrauchter Zucker | 14.8 149 142/104 83 120 139 
pesporung *. SS xx TU 0 0 x > 0 xX 
ae te eres 210 |1250; 90 1330, 70 10 530 
| 5 SE ES ee 21 25; 21 25 21 25 25 
3 Mycelgewicht ......... 1,0 | 1,64; 0,9 1,4 1,0 1,76 | 2,77 
| %, verbrauchter Zucker (11,1 | 14,7 | 8.2 14,9 8,5 (11,4 | 143 
Besporung *........... 0 0 0 0 x > 0 
Maximum ........ ... | 850 | 650 | 340 | 430 200 240 100 
es ce 5) 19| 2% 23 20 19 13 
3a). Mycelgewicht ......... 22}. 1,92] 27 23 2.9 | 2,43 | 6,16 
% verbrauchter Zucker | 14,7 | 14,7 |14,8 14,3 14,7 14,3 13,8 
Besporung*........... oo hs 0 0 x 0 
Maximum ~...5...6.%. 180 | 610 200 1010 790 | 420 
| ER are eee 23 | 26 21 27 25 25 
4 Mycelgewicht ......... 0.6} 1,8; 0,3 1,7 | 1,68 | 1,44 
| % verbrauchter Zucker 8,0 13,1 Ze | AS41118 1 102 
Besporung *........... | 0 0 0 0 0 
Hf MEMAPOMIN oo oes 5 ses «> 240 120 1010 70 210 9) 
| SNOT Nasi args. hase So eccd 23; 21 25 21 23 21 
4a! | Mycelgewicht ......... 0,79; 2,1 1,1 0,6 0,89 1,05 
% verbrauchter Zucker 28 11,4 13,3 6,0 | 11,7 6,1 
|| Besporung *........... 0 x 0 xx xx 





* x sehwach besport, x mittel besport, x stark besport. 


Zusammenfassung. 

1. Durch die Verwendung von destilliertem Wasser an Stelle von 
Leitungswasser bei der Bereitung von Nahrlésungen kann bei manchen 
Pilzstimmen eine betrichtliche Erhéhung der Citronensiurebildung 
bewirkt werden. 

2. Die Erhéhung der Citronensdurebildung durch destilliertes 
Wasser ist von der Art der Nahrlésung abhangig. 

3. Die Beobachtung der BeeinfluBbarkeit der Citronensdiuregarung 
durch Mg-Salze konnte wiederum bestitigt werden. 
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Uber die Siurebildung aus Zucker 
durch Aspergillus niger. 
XI. Mitteilung: 
Faktoren der Citronensdureanhiufung 2. 
Von 


Konrad Bernhauer und Heinrich Knobloch. 
unter Mitwirkung von Anton Iglauer. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelchemie 
der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 3. Juli 1941.) 


Mit 29 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit! wurde iiber verschiedene Faktoren der 
Citronensauregarung berichtet: in Erganzung der damals gemachten 
Erfahrungen soll im folgenden iiber die Untersuchung weiterer fiir die 
Anhaufung der Citronensaure wichtiger Bedingungen Mitteilung gemacht 
werden. Soweit sich die Untersuchungen nur auf das Verhalten eines 
Stammes beziehen, diirfen die Ergebnisse, wie schon wiederholt betont., 
nicht ohne weiteres verallgemeinert werden, denn andere A. niger- 
Stamme kénnen sich unter Umstanden abweichend verhalten. 


Der Vorgang der Citronensaéureerzeugung durch Pilze ist in seinem 
Chemismus durchaus noch ungeklart; die Anhaufung dieser Saéure und 
ein gleiches gilt wohl auch fiir die anderen organischen Sauren — ist kaum 
ein normaler Vorgang im Zellgeschehen, sondern stellt wohl den Ausdruck 
einer St6rung des Stoffwechsels dar. Dies geht auch daraus hervor, da8 
unter optimalen Wachstumsbedingungen keine oder verschwindend wenig 
Saure angehauft wird. Alle AuBerungen der lebenden Zelle sind auf das 
Zusammenspiel von Enzymen zuriickzufiihren, die erst in einem sehr kleinen 
Umfang bekannt sind. Der Gehalt der Mikroorganismen an Enzymen ist 
nicht konstant und kann Veranderungen erleiden. Die habituellen? (kon- 
stitutiven) Enzyme werden (nach unseren bisherigen Kenntnissen) stets 
ausgebildet, wahrend die adaptiven Enzyme nur auf bestimmten Substraten 
von der Zelle synthetisiert werden. Es ist jedoch anzunehmen, daB auch 
die Bildung habitueller Enzyme durch bestimmte MaSnahmen gehemmt 
oder verhindert werden kann. Wenn wir diese Anschauungen auf die Citronen- 
siureanhaufung durch Schimmelpilze iibertragen, so kann man sagen, da 
sie ihre Ursache in einer Stérung des normalen Enzymgleichgewichts der 
Zelle hat. Die Citronensaure wird in der vollaktiven Pilzzelle sofort weiter 
verarbeitet; dabei ist es zunachst gleichgiiltig, ob man der Ansicht ist, 
daB diese Saure ein Zwischenprodukt des Atmungsstoffwechsels vorstellt, 
oder daB sie mit der EiweiBsynthese (bzw. dem -abbau) in Verbindung steht. 


1 Bernhauer u. Iglauer, diese Zeitschr. 286, 41, 1936. — * Zur Be- 
zeichnung vgl. EF. C. Gorini, Real. Ist. Lomb. di Sci. e let. 78, (11), 475, 1940. 
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Die Annahme einer Beziehung zwischen EiweifBstoffen und Citronen. 
siure hat durch die Auffindung der «-Ketoglutarsiure als Abbauproduki 
der Citronensiure! und die Zusammenhiange zwischen Glutaminsiure und 
a-Ketoglutarsiure wieder etwas an Wahrscheinlichkeit gewonnen. Viel. 
leicht haben wir hier eine jener Verkniipfungsstellen vor uns, durch die de: 
Atmungsstoffwechsel mit dem EiweiBstoffwechsel gekoppelt ist. 

Wie schon des 6fteren betont, unterscheiden wir unter den Faktoren 
der Saurebildung ,,innere‘‘ und ,,auBere. So gehéren zu den inneren 
Faktoren u.a. alle jene MaBnahmen oder Erscheinungen, die zur Aus 
bildung erblicher Modifikationen fiihren, also von Mutanten, die sich 
durch eine Anderung im Gen-Bestand von der Ausgangsform unte1 
scheiden. Dies kann eine Stérung im Enzymgleichgewicht der Pilz 
zelle bedingen, indem 2. B. die citronensiéureabbauenden Fermente 
weitgehend fehlen oder nur in einem inaktiven Zustand vorhanden sind. 
Diese inneren Faktoren sind zunachst die Voraussetzung fiir die An- 
haufung der Citronensaure in den Pilzkulturen. Sodann miissen jedoch 
gewisse duBere Bedingungen erfiillt werden, wenn optimale Citronen- 
siureausbeuten erzielt werden sollen. Diese betreffen vor allem die 
Zusammensetzung der Nahrlésung u.a. Die Wirkung dieser Faktoren 
besteht wohl zum Teil darin, zu verhindern, da das ,,normale‘* Enzym- 
gleichgewicht der Zelle hergestellt bzw. eine eventuelle Inaktivierung 
der citronensiureabbauenden Enzyme aufgehoben wird. — Da enzym. 
chemische Untersuchungen an citronensdurebildenden Schimmelpilzen 
bisher erst in geringem Umfang durchgefiihrt worden sind, muB es 
auch weiterhin offenbleiben, ob die Citronenséiureanhaufung auf eine 
Hemmung der citronensiureabbauenden oder eine Aktivierung der 
citronensaurebildenden Enzyme zuriickzufiihren ist. 

Im folgenden werden die Ergebnisse von Untersuchungen wieder- 
gegeben, die sich zum kleineren Teil mit den ,,inneren“ Faktoren der 
Citronensdurebildung befassen, also mit der Veranderung der erblichen 

‘ Eigenschaften von A. niger-Stammen (Punkt A). Es werden vielmehr 
vor allem Untersuchungen beschrieben, die zur Aufklarung einer Reihe 
, auBerer“ Faktoren der Citronensdureerzeugung dienen sollen (Punkt B 
bis D). Beim Studium derselben sind solche Faktoren zu unterscheiden, 
die die Ausbildung eines Mycels bestimmen, das in hohem Mafe zur 
Anhaufung von Citronensaure befahigt ist, und andererseits solche, dir 
auf den eigentlichen Vorgang der Saurebildung einwirken. Im Einzelfal! 
diirfte es allerdings zumeist nicht leicht sein, diese beiden Gruppen 
scharf auseinanderzuhalten, vor allem deshalb, weil eine vollkommen 
Trennung zwischen Wachstumsvorgangen und dem Proze8 der Citronen- 
siurebildung nach allen bisher angewandten Methoden nicht méglich 
ist (Deckenwechsel, Myceliibertragung nach Kluyver und Perquin usw.) 


' Knoop u. Martius, Zeitschr. f. physiol. Chem. 242, 1, 1936; Martius, 
ebenda 247, 104, 1937. 
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A. Veranderung der erblichen Eigenschaften 
von A. niger-Stammen. 


Eine Anderung des physiologischen Verhaltens von A. niger- 
Stammen erscheint durch kiinstliche MaBnahmen (z. B. durch Be- 
strahlung mit Ra-Strahlen, mit ultraviolettem Licht usw.) méglich, 
welche die ,,Erbmasse‘‘ des Pilzes beeinflussen, was also zu Mutanten 
fiihren kann, denen die gewiinschten Eigenschaften in erhGhtem MaBe 
zukommen:; solche Mutanten kénnen auch in der Natur spontan auf- 
treten und durch geeignete Versuchsbedingungen isoliert werden. 


Hierher geh6ren einerseits die Ver- 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Ziichtung eines A. niger-Stammes (29) auf saurem Nibrboden. 
Kurve 1: Bei Beginn der Untersuchung; Kurve 2: Nach neunmaliger Ubertragung der Sporen 
auf einen Nahrboden, der 0,01 normal an HCl war. 
Die Kurven geben die Titrationswerte in com n/10 KOH je 100 cem Nibrlisung an und stellen 
das Mittel aus drei Parallelversuchen vor. 


Abb. 2. Derselbe Pilzstamm wie Abb. 1, jedoch erfolgten die Sporeniibertragungen auf einen Nihr- 
boden, der 0,02 normal an HCl war. Ein giinstiger Einflué der Sporeniibertragung ist unverkennbar. 


daB man den Pilz durch mehrere Generationen auf saurem Nahrboden fort- 
ziichtet*. Bereits Doelger und Prescott? wiesen darauf hin, daB durch regel- 
maBige Uberimpfungen auf sauren Substraten eine Erhéhung der Citronen- 
siurebildung durch A. niger erzielt werden kann. 


Wir untersuchten einen verhaltnismaBig schwachen Saurebildner 
(Stamm 29) und iiberimpften die Sporenaufeine Nahrlésung, die 15°, Rein- 
zucker, 0.2% NH,NOs, 0,1% KH,PO,, 0.025% MgSO, in Leitungs- 
wasser enthielt und 0,01 bzw.0,02 normal an HCl war. Dieser Vorgang 
wurde zehnmal wiederholt ; es zeigte sich, daB auf der Lésung mit héherer 


1 Kressling u. Stern, Zeitschr. f. Bact. 11, 95, 327, 1936. — * K. Bern- 
hauer u. A, Iglauer, diese Zeitschr. 286, 41, 1936. — * W. P. Doelger u. 


S. H. Prescott, Ind. and Engng. Chem. 26, 1142, 1934; vgl. auch Kardo- 
Syssojewa, Centralbl. f. Bakt. IT, 98, 264, 1, 1936. 


os 

















n/70K0H —~ 








154 K. Bernhauer u. H. Knobloch: 


Saurekonzentration im Verlauf der Uberimpfungen eine erhebliche Stei. 
gerung der Citronensaiureanhaufung stattfand, nicht aber bei der niedri- 
geren Saurekonzentration (Abb. 1 und 2). Selbstverstandlich bezieher 
sich die hier angefiihrten Bedingungen nur auf den untersuchten Stamm 
und miissen fiir andere Stémme erst ermittelt werden. 


Durch mehrmalige Ziichtung auf verschiedenen Agar-Nahrbiden 
(Bierwiirzeagar, Melasseagar, Glucoseagar + MgClo, Maiswiirzeagar) 
wurde die Saurebildungsfahigkeit des untersuchten A. niger-Stammes (25 
nicht beeinfluBt. Bei einem anderen Pilzstamm (15) konnte jedoch 
durch 6fteres (zehnmaliges) Uberimpfen auf Glucoseagar eine, wenn auch 
nur geringfiigige Erhéhung der Saurebildung aus Glucose erzielt werden !, 


B. Sporengewinnung und Impfvorgang. 
1. Gewinnung des Impfmaterials. 


Abgesehen von den bereits oben erwahnten erblichen Veranderungen, 
die ein A. niger-Stamm durch die Kultivierung erfahren kann, ist die 
Art der Ziichtung des Pilzes zwecks 
Sporengewinnung fiir die Saurebildung 
gleichfalls von Wichtigkeit. 


Es liegen hieriiber allerdings erst 
wenige Arbeiten vor. Schwartz und Lang*. 
sowie Jacobi und Schwartz*® verdéffent- 
lichten dariiber einige Erfahrungen; sie 
geben folgendes Impfschema an: Stamm- 
kultur (Wiirzeagar) — 1. Vorkultw 
(Wiirzegelatine) — 2. Vorkultur (Wiirze- 
gelatine) —> 3. Vorkultur (Wiirzegelatine) 
— Garkultur. Dabei soll vor allem das 
Alter der Stammkultur von groBer Be- 
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Tage 
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Abb. 3. Einflu8 des Sporenalters auf deutung fiir die Garung marie jung 
die Saurebildung. Kulturen ergaben schlechtere Aciditiits- 
Kurve 1: Alter. der Sporen 4 Tage: werte und die Saurebildung ging lang- 


Kurve 2: 1 Jahr; Kurve3: 3 Jahre 
und 100 Tage. Pilzstamm 25. 
Aufbewahrung der Sporen als Bier- Wir untersuchten an einem Pilz- 


ai lara stamm die Abhangigkeit der Citronen- 
siurebildung von der Temperatur, bei der die Ziichtung des Impf- 
materials erfolgt war. Innerhalb 30—35° ergab sich dabei kein Unter- 
schied in der Saurebildung. 


samer vor sich. 


Hinsichtlich des Einflusses des Alters der Impfkultur auf die 
Saurebildung zeigte sich, in Erweiterung fritherer Versuche*, da selbst 


1 Vgl. auch A. Corbellini u. O. Canonici, Chim. ind. appl. 14, 355, 1932. 
~ 2 Schwartz u. Lang, Arch. f. Mikrobiol. 5, 387, 1934. — * Jacobi u. 
Schwartz, ebenda 10, 243, 1939. — 4 Bernhauer, Iglauer u. Knobloch, diese 
Zeitschr. 307, 293, 1941. 





die Vi 
ringer 
man § 
Gelat: 

i’ 
des Tr 


[ 
Garlé 
einer 
mittel 
Diese: 
spore! 
einem 
lichen 
einem 
gleich 
Kolbe 
dieser 
Impfy 
bewal 
jederz 

E 
Anwe! 
_,trocl 
suche. 
Vorga 
zum 
daB 1 
im Ge 
auf , 
wurde 
deute! 
Zusat: 
beimp 
gleich 
der 
ein U 
heit \ 

1 
Spring 
1939. 
79, 19 


Saurebildung aus Zucker durch Aspergillus niger. XI. 155 
Stei- | die Verwendung von iiber 3 Jahre alten Sporen keine wesentliche Ver- 
edri- | ringerung der gebildeten Citronensiuremenge bewirkte, auch wenn 
ehen | man sie direkt, also ohne vorherige Ubertragung auf Wiirzeagar oder 
imm | Gelatine, in die Garlésung einimpft (Abb. 3). 

Mit weiteren Untersuchungen tiber die beste Art der Gewinnung 
6den | des Impfmaterials sind wir noch beschaftigt. 


ugar) 
3(25 2. Bedingungen des Impfvorganges. 
doch Die Impfung, d.h. die Einbringung des Sporenmaterials in die 


auch Garlésung, kann auf ,,nassem‘‘ Wege erfolgen, also vor allem mittels 
len! | ciner homogenisierten Sporensuspension, oder auf ,,trockenem‘* Wege 
mittels eines Impfpulvers!. 
Dieses besteht aus den Pilz- 
sporen und Talkpulver (oder 
einem anderen in Wasser unlés- 
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igen. | jichen Pulver) und wird mit 
t die | einem Gummiballzerstauber P 
ecks | gleichmaBig auf die einzelnen . 
lung | Kolben verteilt2. Ein Vorteil : 
dieser Methode ist, da das 23 
erst | Impfpulver langere Zeit auf- ye 
: , Abb. 4. Beeinflussung der Siurebildung 
img". | bewahrt werden kann und durch die Art der Impfung. Pilzstamm 20. 
fent- jederzeit verwendungsfihig ist. Kurve 1: Normale ,,NaBimpfung*; Kurve 2: 
1; sie 7 Sat ‘sf ws Impfung mit Sporenpulver unter Verwen- 
tang Bei einer Uberpriifung der dung von Talk; Kurve 3: ,,NaBimpfung*, 
“ — mT = jedoch Zusatz derselben Talkmenge wie bei 
y' y , » > 
altur Anwendungsméglic hkeit der den Versuchen mit ,,Trockenimpfung". 
irze- | .trockenen*‘ Impfung auf Ver- 
tine) | suche, die die Erforschung der Kg 
1 das utes bel der Sharcbila % 
Be. orginge bei der Saurebildung sg & 
unge | Zum Ziele haben, zeigte sich, 8 
ng ; ig 48 
tits- | daB unter diesen Umstanden < 
ang- | im Gegensatz zu Versuchen, die - 1 | We 
auf ,nassem*’ Wege geimpft < s00}- 1 tot tae © | 
1 ‘ a . d | 
Pilz- | wurden, die Saurebildung be- & gy| | | A, | ss z148 
nen d , yj \/ | | | eazy S 
, eutend herabgesetzt war. Ein anu ; 
f . Bh 0. | at H 
mpl- | Zusatz von Talk zu normal Lion | ; 
iter- | beimpften Versuchen  ergab = OF err Ter rn Tt Te 
ichfalls eine Verringe ee — 1 ey, 
gleichfalls eine Verringerung an: a ak a i a ek a A ik th 
die | der Menge an Citronensaure, lage 


ve * : mee Abb. 5. Wie Abb. 4, jedoch Kieselgur als 
‘lbst ein Umstand, der die Anwese n- Hilfsmittel bei der Bereitung des Sporen- 


heit von Hemmstoffen im Talk pulvers. Kurvenbezeichnung wie in Abb. 4. 
932. 


. 1 Vgl. dazu Bernhauer, Die oxydativen Garungen, 8. 142. Berlin, 
7 U, 


Springer, 1932; Garungschem. Praktikum, 2. Aufl., 8S. 235. Berlin, Springer, 
Liese 1939. —~- 2 Niklas u. Toursel, Bodenkunde u. Pflanzenernahrung 18 (62), 
79, 1940. 
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wahrscheinlich machte (Abb. 4). 
Seesand (Merck) zur Abimpfung der Sporen ergab dasselbe Bild (Abb. 5 
Bei Bolus alba hingegen zeigte sich zwischen Versuchen, die naB, und 
solchen, die trocken geimpft wurden, kein wesentlicher Unterschied 
(Abb. 6). Die Verwendung einer Sporensuspension zur Impfung scheint 
bei gréBeren Versuchsserien jedoch methodisch einfacher, hat aber 
den Nachteil, da die Suspension immer frisch bereitet werden muf} 

Die Sporenmenge, die zur 


Die Verwendung von Kieselgur oder 
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as ai SaaS | Be ik = 1 
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| | & % : 
200} 2° aes eae T +t 6 sammenhangen, daB auf diese 
| | | ~ 
ae ES Ae SE ea 0~ Weise eine groéBere Menge vor 
ns TT eee eae ee adi 6 ies 
Tage Myecelteilen in die Garlésung ge- 
Abb. 6. Wie Abb. 4, jedoch Bolus alba an langt was auf die Saurebildune 
Stelle von Talk bzw. Kieselgur. Kurven- , ‘ 


bezeichnung wie in Abb. 4. einen ungiinstigen EinfluB aus- 


iiben soll}. 


3. Vorbehandlung des Sporenmaterials. 


Die hohe Empfindlichkeit der Citronensduregarung gegeniiber der 
Anderung der verschiedensten Faktoren lieB es als méglich erscheinen. 
da8 auch durch eine Vorbehandlung der Sporen der Sauerungsverlauf 
beeinfluBt werden kann. 


In erster Linie liegt der Gedanke nahe, durch das Einwirken von Saure 
die siéureresistenten Sporen auszuwahlen, wahrend jene, die nur geringe 
Saurekonzentrationen vertragen, bei dieser Behandlung absterben wiirden 
Wie jedoch Kardo-Syssojewa® zeigen konnte, besteht kein Zusammenhang 
zwischen der Saureresistenz eines Pilzes und seiner Fahigkeit, Citronen- 
sdure zu bilden. 


Wir versuchten festzustellen, ob zwischen der Widerstandsfahigkeit 
von A. niger-Sporen gegen Hitze und ihrem Séurebildungsvermégen 
eine Beziehung besteht. Zu diesem Zwecke wurde die Sporensuspension 
bevor sie zur Impfung verwendet wurde, auf kurze Zeit in einem Kolben 
in ein siedendes Wasserbad getaucht und nach Ablauf der vorgesehenen 


Ind. 17, 77, 1935. — 2 Centralbl. ft 


1 Vgl. auch Giordani, Chim. 
Bakt. II, 98, 264, 1936. 
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Zeit sofort durch Eintauchen in kaltes Wasser abgekiihlt. Das so vor- 
behandelte Sporenmaterial diente dann zur Impfung der Versuche. 
In der ttberwiegenden Zahl der Faille bildeten auf diese Weise (1 Minute 
lang oder kiirzer) ,,pasteurisierte’’ Sporen eine Pilzdecke, deren Wachs- 
tum etwas gehemmt war. Die Saurebildungsfahigkeit war in Versuchen 
mit NH,NO, als N- Quelle gleich oder sogar geringer als bei Decken, 
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' Nihrlésung zeigte sich dagegen bei- lage 
nahe stets eine giinstige Wirkung Abb. 7. Einflu6G des Pasteurisierens der 


Sporen auf die Siurebildung. 


_der Pasteurisierung auf den Ver- Pilzstamm 20. 


Kurve 1: Unbehandelt; Kurve 2:60 Mi- 
¥ ¥ nuten bei 80° erhitzt. 
(Abb.8 und 9). LaBt man die — Nihrboden: 0,2NH,NO,, 0,1KH,PO,, 
" ‘ 0,025 Mg sO,. 

Sporen linger als 1 Minute unter ——s 

der Einwirkung des siedenden Wassers, so vermégen sie in den 
Versuchen keine Decke mehr zu bilden, sie sind gianzlich oder zum 
allergr6Bten Teil abgetétet worden. 


Versuche, unter den Bedingungen 
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Abb. 8. Abb. 9. 


Abb. 8. Wie Abb. 7, derselbe Nihrboden, jedoch Zusatz von 0,385% MgCl,. 


Abb. 9. Wie Abb. 7, jedoch im Niahrboden 0,64 Mg(NO,), statt NH,NO,. 
Kurve la: 30 Minuten pasteurisiert. 


brachte Sporen zur Impfung zu verwenden, ergaben noch keine ein- 
deutigen Befunde. Nach den bisher vorliegenden Ergebnissen scheint ein 
solches Vorgehen auf das Saurebildungsvermégen einer derart behandelten 
Kultur einen giinstigen EinfluB zu haben. 
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(. Zusammensetzung der Kulturfliissigkeit. 

Fiir den Vorgang der Citronenséureanhaufung durch A. niger- 
Kulturen ist weiterhin die Zusammensetzung der Nahrlésung von 
entscheidender Bedeutung. Da dieses Gebiet in letzter Zeit zusammen. 
fassend behandelt wurde}, sollen hier nur Ergebnisse der eigenen Ver- 
suche geschildert werden. 


1. Verschiedene Nédhrsalze. 


Uber den Einflu&8 der Art und Menge der N- Quelle wurde bereits 
frither berichtet?. Hinsichtlich der fiir die Citronensaure giinstigsten 
P-Menge konnte nunmehr gezeigt werden, daB eine Herabsetzung der 


Konzentration des K H, PO, bis auf 0,005 % die Menge der entstehenden 
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Abb. 10. Abb. 11. 
Abb. 10. Einflu®B der Phosphatkonzentration auf die Siurebildung. 


Ammoniumnitrat-Nihrboden mit verschiedenen Konzentrationen an KH,PO,. Kurve 1: 0,1 
Kurve 2: 0,05°%: Kurve 3: 0,075°%: Kurve 4: 0,005. In allen Fiillen 0,01 normal an H¢ 
: Stamm 20. 


Abhiingigkeit des Einflusses eines MgCl,-Zusatzes von der Zusammensetzung des Nalir- 
bodens. 

Kurve 1: 0,2% NH,NOs,, 0.1% KH.PO,, 0,025°% MgS0O,; Kurve 2: 0.2% NH,NOsg, 0,01 

KH,PO,, 0,0025% MgS0O,: Kurve 3: 0,297 NH,NOs, 0,005°% KH,PO,, 0,0012% Mgs0 

Die Kurven mit der Bezeichnung a stellen die Siiurebildung auf denselben NahrbSden, jedoch unt 

Zusatz von 0,77°, MgCl, dar. Stamm 20. 


Abb. 11. 


Saure nicht bzw. nur unwesentlich beeinfluBt; da das Pilzwachstum 
aber sehr gehemmt ist, wird das Séiuremaximum erst in mehr als der 
doppelten Zeit (25 Tagen) erreicht (Abb. 10)3. Die Verringerung des 


1 K. Bernhauer, Oxydative Garungen in: Nord u. Weidenhagen, Hand 
d. Enzymologie, 8. 1034. Leipzig, Akad. Verlagsgesellschaft, 1940. 
2 Bernhauer u. Iglauer, diese Zeitschr. 287, 153, 1936. — * Vgl. auch 
S. Lvoff u. BE. L. Limberg, C. R. Doklady Acad. Sci. USSR. 21 (N.S. 6), 194. 
1938. 
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MgSO4-Zusatzes von 0,025 auf 0,0065 °% 
zogerung des Wachstums; die gebildete Sauremenge ist etwas geringer. 

Interessant ist weiterhin, daB bei einem NH,NO,-Nahrboden die 
Verringerung des Phosphat- bzw. Sulfatgehalts auf 1/,. der normalen 
Menge nur eine unwesentliche Wirkung hat, wihrend bei der gleichen 
Lisung, jedoch unter Zusatz von 0,77 °,, MgCl., durch diese Verminderung 
der beschleunigende EinfluB des MgCl,-Zusatzes vollkommen auf- 
gehoben wird (Abb. 11). Dies ist ein Beispiel fiir die iiberaus wichtige 


, (4/4) verursacht eine Ver- 


Tatsache der gegenseitigen Beeinflussung der verschiedenen Niahrsalze, 


auf die bisher nur wenig geachtet wurde. 


2. Einflup verschiedener Salze und anderer Stoffe. 
Uber die Wirkung von Spurenelementen des Leitungswassers auf 
die Citronensaiurebildung wird in einer eigenen Mitteilung berichtet!. 
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Abb. 12. EinfluG des Zeitpunktes des MgCl,-Zusatzes auf den Girverlauf. 
Kurve 1: Sofortiger Zusatz; Kurve 2: Zusatz nach 48 Stunden. Stamm 20. 


Abb. 13. EinfluB von MgCl, auf die Siurebildung von ,,fertigen Pilzdecken". 
Kurve 1: Ubertragung der vorgebildeten Pilzdecke auf Ammoniumnitrat-Nahrboden: Kurve 2: 
Ubertragung auf Nihrboden mit MgCl.-Zusatz. Stamm 20. 


Auch das Verhalten verschiedener A. niger-Stémme gegeniiber 
Mg-Salzen bildete bereits den Gegenstand einer friiheren Veréffent- 
lichung?. Im Zusammenhang mit den dabei gemachten Erfahrungen 
schien es interessant festzustellen, ob das Magnesium den eigentlichen 
Vorgang der Saurebildung stimuliert, oder ob seine Anwesenheit 


1 H, Knobloch u. R. Sellmann, diese Zeitschr. 309, 145, 1941. — 
* K. Bernhauer, A. Iglauer, H. Knobloch u. O. Zippelius, ebenda 303, 300, 
1940. 
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waihrend des Wachstums der Pilzdecke nétig ist, damit eine Beschleu- 
nigung des Prozesses der Saureanhiufung stattfindet. Die Unter. 
suchung ergab, daB durch einen Zusatz von MgCl, 48 Stunden nach 
der Impfung der Garlésung das Sauremaximum um 48 Stunden spiter 
erreicht wird (Abb. 12). LaBt man den Pilz auf einer MgCl,-haltigen 
Lésung zur Entwicklung kommen und tauscht dieselbe nach 3 Tagen 
gegen eine reine Zuckerlésung aus bzw. eine solche, der man Mg('\, 
zugesetzt hat, so ist die Saureausbeute in den Versuchen ohne Mg (|, 
besser. Man kann daraus schlieBen, daB der Zusatz von Mg-Salzen 
wohl fiir die Entwicklung gut citronensdurebildender Pilzdeckon 
wichtig ist, nicht aber fiir den eigentlichen Vorgang der Saurebildung 
(Abb. 13). 

Die giinstigste Konzentration an Mg-Salzen ist bei den einzelnen 
Staémmen verschieden und hingt auch von anderen Bedingungen, wie 
685 pu, Gehalt an Salzen usw. ab. Grofe 
% Mg-Mengen bewirken eine aurge- 
; sprochene Hemmung der Saurebildung 
(Abb. 14), die wahrscheinlich durch 
eine Verstarkung der Atmung_ be- 
dingt ist. 





s 
*S 


= 
Citronensdure des angewandten Zuckers. 





Durch Mg-Salze werden bekannt- 
lich die Phosphatasen stark aktiviert!; 
derselbe Effekt wird jedoch auch durch 
Mn (I1)-Ionen erzielt, die sich untei 
Umstanden sogar als wirksamer e! 
weisen?, Uber den EinfluB von Mn 

Salzen auf das Wachstum von A. nige! 

Pd liegt bereits eine gréBere Zahl von 
Ss 0 2 Pv Arbeiten vor*®; auch die Bildung von 

age Glucon-* und Citronensaure ® soll durch 
Abb. 14. Einflu® verschiedener Kon- Mn (11)-Tonen gefordert werden. Stein- 


» zentrationen von MgCl, auf die 6 hi: : vs : 
Sienhidees. iene 20 berg® hingegen fand eine Verringeruny 
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Kurve 1: Obne Zusatz; Kurve 2: der Saurebildung. 

Zusatz von 0.19%; Kurve 3: 0,38 %; 

earn SS ee ee eee Be Rn Es sollte daher an einer Reihe von 
Mg Cly. 


Pilzstimmen untersucht werden, ob 
Mn (II)-Salze die gleiche stimulierende Wirkung auf die Saurebi! 
dung haben wie Mg-Salze. Die Ergebnisse, die an 7 Pilzstammen ¢ 
wonnen wurden, zeigten, daB zwischen dem EinfluB des Magnesium 
und des Mangans auf die Entstehung der Citronensaure kein Zusammet 


1 Z. B. E. Bamann u. H. Gall, diese Zeitschr. 293, 1, 1937. 2 Vgl 
E, Bamann, Naturwiss. 28, 142, 1940. 3 Vgl. z.B. A. Niethammer. 


Beitr. z. Biol. d. Pflanzen 17, 51, 1929; H. Eberhard, Uber den Einflut 
von Spurenelementen und Wuchsstoffen auf das Wachstum von A. nige! 


Diss. Miinchen 1940. 4 K. Bernhauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 84, 
1928. -—- 5 K. Bernhauer, diese Zeitschr. 197, 287, 1928. 6 Nacl 


K. Pirschle, Ergebn. d. Biol. 17, 275, 1939. 
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hang besteht. In einigen Fallen ergaben Mn (I1)-Salze keine Stimu- 
lierung der Garung, wahrend Mg wirksam war, in anderen Fallen hin- 


gegen erwies sich Mn dem Mg iiberlegen. Es zeigt sich ahnlich wie 
bei den Versuchen mit Mg-Salzen ein sehr starker individueller 


Unterschied zwischen den einzelnen A. niger-Stammen im Hinblick 
auf ihr Verhalten gegeniiber Mn. 

In einigen Versuchen wurde der Einflu8 einer Reihe von Salzen 
auf die Citronensduregarung gepriift: da es nicht méglich ist, Ver- 
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Abb. 15. Einflu® verschiedener Chloride auf die Siiurebildung. 
Kurve 1: 0.2% NH,NOs, 0,1°% KH,PO,, 0,025% MgSO,; Kurve 2: Dasselbe, jedoch Zusatz 
von 0,77% MgCl,: Kurve 3: Zusatz von 0.44% NaCl; Kurve 4: Dasselbe, jedoch Zusatz von 
0,57% KCl; Kurve 5: Zusatz von 0,32°% LiCl; Kurve 6: Zusatz von 1,01°% SrCl,; Kurve 7 
Zusatz von 0,83% CaCl,: Kurve 8: 0.649% Mg(NO,)., 0.1% KH.PO,, 0.025% MgSO,. 
Pilzstamm 20. 
Abb. 16. Einflu8 von CaCl, auf die Saéurebildung. 
Kurve 1: 0,2°% NH,NOs, 0.1% KH,PO,, 0.025% MgSO,, 0,77°% MgCl,; Kurve 2: Anstatt 
0,77 °% MgCl, 0,2% CaCl,, sonst der gleiche Niibrboden wie Kurve 1; Kurve 3: Ebenso, jedoch 
0.41% CaCl,; Kurve 4: Ebenso, jedoch 0,62°% CaCl,; Kurve 5: Ebenso, jedoch 0,83° CaCl,; 
Kurve 6: Ebenso, jedoch 1,04°, CaCl,: Kurve 7: Ebenso, jedoch 1,25°, CaCl,. Pilzstamm 20 


bindungen aller Elemente an einer ganzen Reihe von Stammen zu 
untersuchen, wurde in diesen Fallen nur jeweils ein Stamm zu den 
Versuchen herangezogen. Die gemachten Erfahrungen kénnen daher 
nicht verallgemeinert werden. 

Uber die Wirkungen verschiedener Elemente auf die Saureanhéiufung 
durch A. niger-Kulturen liegen bisher, auBer iiber die gebrauchlichsten 
Grundstoffe, wie K, Na, Mg, Zn, Fe, in geringerem Ausma8B auch iiber Ca 
und Al, keine Erfahrungen vor. Die Beeinflussung des Wachstums durch 
verschiedene Salze ist hingegen schon besser erforscht. Eine groBe Bedeutung 
scheint — neben der Wirkung einzelner Ionen — vor allem dem Zusammen- 
wirken mehrerer Elemente nebeneinander zuzukommen. 

Angeregt durch die beobachtete Stimulierung der Citronensaure- 
bildung durch Zusatz von MgCl, untersuchten wir Chloride der Alkali- 

Biochemische Zeitschrift Band 309. ll 














n/t0 KOH —= 





162 K. Bernhauer u. H. Knobloch: 


und Erdalkaligruppe. Es zeigte sich, daB ein Zusatz von Na-, K-, Li-, 
Sr-Chlorid eine geringe Verzégerung des Sauerungsverlaufes bedingte. 
wahrend CaCl, eine ausgesprochene Hemmung des Prozesses bewirkte 
(Abb. 15). Die Pilzdecken hatten in diesem Falle ein ungesundes. 
schleimiges Aussehen und die Kulturen hatten einen alkoholartigen 
Geruch (Jodoformprobe positiv). Mit steigenden Mengen an Ca(\, 
nimmt die Saurebildung sehr stark ab (Abb. 16). BaCl, erwies sich in 
Konzentrationen von 0,05—0,1°%, als sehr stark wachstumshemmend ; 
0.01%, zeigten keine Wirkung, die Saurebildung war unbeeinfluBt bzw. 

etwas erhoht. 
Ein Zusatz von 0,01 °% ZnSO, hatte eine starke Zunahme der Pilz- 
substanz zur Folge, die gebildete Siuremenge ging jedoch auf ! , zuriick 
(Abb. 17)1. CuSO, bewirkte 
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Abb. 17. EinfluB von Zn" auf die Siure- - . ys 
bildung. hatte eine beschleunigende Wir- 
Kurve 1: NH,N O,-Nihrboden; Kurve 2: kung auf die Anhaufung der 
Dasselbe, jedoch Zusatz von 0,01% ZnSO,. es A 4 
Pilzstamm 20. Citronensaure, das _ Pilzwachs- 


tum wurde gehemmt. 0,1 % SnCl, 
setzte die Stoffwechseltitigkeit des Pilzes herab, es wurde weniger 
Zucker verbraucht und der Anstieg der Aciditat ging langsamer vor sich. 


Von selteneren Elementen wurden Ti, W und Zr untersucht. 


Titansulfat (0,1 bzw. 0,01%) hatte auf das Wachstum keinen wesent- 


lichen Einflu8, die Saurebildung war jedoch etwas geringer. Na-Wolfra- 
mat verhinderte in einer Konzentration von 0,01 ° das Wachstum villig; 
auch eine Konzentration von 0,001% wirkte auf Saurebildung und 
Pilzwachstum hemmend. Ein Zusatz von 0,1% Zr(NOg3)4 zur Nahr- 
lésung beeinfluBte das Wachstum des Pilzes nicht, die Saurebildung 
war etwas geringer als in den Kontrollkulturen. 


Gegen Borsiure erwies sich der untersuchte A. niger-Stamm (20) 
weitgehend widerstandsfihig; auch die Anhaiufung von Citronensaure 

' Vgl. auch Wassiljew, diese Zeitschr. 278, 226, 1935. —- ? Vgl. A. Qui- 
lico u. A, di Capua, Giorn. Chim. ind, appl. 14, 289, 1932; ferner V’. Bolcato, 
ebenda 16, 552, 1934: sowie A. Juracec, Bull. Sect. Sci. Acad. Roum, 19. 
209, 1938. 
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wurde bei Zugabe von 0,1% H3BOs, nicht gestért!. KBF, wirkte 
viftig, allerdings weniger als Natriumfluorid; wahrend auf Nahr- 
lésungen mit 0,001%, NaF das Wachstum des Pilzes sehr verzégert 
war und so gut wie keine Saure gebildet wurde?. bewirkten erst 0,01 °, 
von KBF, eine ahnliche Hemmung. 

Im Verlauf der Untersuchungen wurde auch der EinfluB einiger 
Anionen auf die Anhaéufung der Citronensaéure studiert. Sulfid hemmte 
in einer Konzentration von 0,1% und 0,01°, Wachstum und Saure- 
bildung. Kaliumrhodanid (0,1 und 0,01°%,) hatte die gleiche Wirkung: 
in diesem Falle entstand in den Pilzkulturen ein mercaptanahnlicher 
Geruch. 0,01 °iger Sulfitzusatz zur Nahrlésung verhinderte das Wachs- 
tum des Pilzes vollstandig. 0,001°% blieben ohne EinfluB auf Ent- 
wicklung und Saurebildung. Na-Thiosulfat erwies sich als weniger 
viftig; erst bei Zugabe von 0,05°% zum Nahrboden entwickelte sich 
keine Pilzdecke mehr. 0,01°% schienen einen giinstigen EinfluB auf 
die Anhaufung der Citronensdure zu haben: ob es sich dabei um eine 
Wirkung des beim Zerfall des Thiosulfats freiwerdenden kolloidalen 
Schwefels handelte3, wurde nicht naher untersucht. 

Gegen Sulfate ist A. niger sehr wenig empfindlich: in gesattigter 
Kaliumsulfatlésung vermag er sich noch normal zu entwickeln und 
Saure zu bilden; waihrend in den Kontrollversuchen nur Citronensaure 
vorhanden war, aber weder Oxalsiure noch Gluconsiéure, bildete der 
Pilz in den Nahrlésungen mit Kaliumsulfat neben wenig Citronensaure 
etwas Oxalsiure und hauptsachlich Gluconsdure. 0,1°, Kaliumbromid 
zeigte keine wesentliche Wirkung auf das Wachstum und auf die 
Saurebildung durch A. niger (20), letztere wurde ein wenig beschleunigt : 
die Mycelgewichte waren etwas gréBer als in den Kontrollen ohne 
Bromidzusatz. ©,1°, Kaliumjodid beeinfluBte das Wachstum nicht, 
es wurde jedoch weniger Saure angehauft als in den Versuchen ohne 
Jodid. Auch gréBere Mengen (0,1 °%) Perchlorsiure (HC1O,) hemmten 
die Umwandlung des Zuckers in Citronenséure: das Wachstum wurde 
nicht beeinfluBt. 

Von organischen Sauren wurden Essigsaure und Milchsaure unter- 
sucht. Wahrend 0,1°, Essigsaure das Pilzwachstum verhinderte und 
geringere Konzentrationen (0,01°,) keinen EinfluB hatten, bewirkte 
0.1% Milchsaure (als Na-Lactat zugesetzt) eine Vermehrung der Pilz- 


1 Vel. auch Erfahrungen bei der Gluconsaurebildung: A.J. Moyer, 


E, D, Umbergeru. J. J. Stubbs, Ind. Engnp. Chem. 32, 1979, 1940. 2 Uber 


den EinfluB von NaF auf Saurebildung und Wachstum von A. niger vgl. 
auch: L. S. Lwoff u. G. M. Toupizina, C. R. Doklady Acad. Sci. USSR. 
21 (N.S. 6), 307, 1938. — * K. Jacobi u. W. Schwartz, Arch. f. Mikrobiol. 
10, 233, 1939. 
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substanz: dabei wurde die Saurebildung jedoch stark gehemmt (auf 
etwa die Halfte der normalen Menge). 

Durch die Alkaloide Strychnin und Brucin (0,01 °,) wurde weder 
das Wachstum noch die Saurebildung beeinfluBt!. 

Zus ammenfassend JéBt sich sagen, daB Ca’, Zn’, Cu’, Fe 
W O;, F’, BF,, SO3, CNS’, J’, ClO) und Milchsaure die Citronensaure. 
bildung durch A. niger hemmten. 

Ein Zusatz von Metallabkochungen (Wasser, in welchem langere 
Zeit hindurch fein gepulverte Metalle gekocht worden waren) zur Nabr- 
lésung ergab bei Ag, Zn, W, Te. U und Sb eine Hemmung der Saure. 
bildung. Ohne Einflu8 blieb die Zugabe der Abkochung folgender 
Elemente: Sn, Al, Co, Ni, Cr, Mn, S, Se, Pd, Pt, Cu, Fe. 


3. Der Einflugp der Wasserstoffionenkonzentration des Ndhrbodens. 
Nach den Versuchen von Currie?2, Frey’, Kardo-Syssojewat, Bern- 
hauer und Iglauer> u.a. kann man als gesichert annehmen, dab bei 
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Abb. 18. Abhiingigkeit der Siurebildung des Stammes 29 von dem urspriinglichen Saduregelalt 
des Nihrbodens. 
Kurve 1: 0,01 normal an HCl; Kurve 2: 0,02 normal an HCI. 


Abb. 19. Abhiangigkeit des Einflusses des urspriinglichen py-Wertes der Nihrl6sung von det 
Zusammensetzung des Nihrbodens. 
Ausaminensetzung des Nihrbodens: 0,2° NH,NOs,, 0.1% KH,PO,, 0,025% MgSO, Kurve | 


Ohne Siiurezusatz, Pg 5; Kurve 2; 0,001 normal an HCl, pq 3,7; Kurve 3: 0,005 normal an HC! 
px 3,3; Kurve 4: 0,01 normal an HCl, py 2,3; Kurve 5: 0,02 normal an HCl, px 1.3. Pilzstamm 20 


' Vgl. dagegen die Wirkung von Chinin: Hugo Haehn, D. R. P. 544589 
ang. 19. 2. 1932; Chem. Centralbl. 1982, I, 2908; ferner G. Mezzadroli u 
A, Amati, Atti R. Acad. naz. Line. Rend. (6) 18, 161, 1933. 2 Currie, J 
of biol. Chem. 31, 15, 1917. 3 Frey, Arch. f. Mikrobiol. 2, 272, 1931. 

' Kardo-Syssojewa, Mitt. d. wiss. Forschungsinst, f. Nahrungsmittelindustrie 
d. USSR. (IIT), 1, 25, 1935. > Bernhauer u. Iglauer, diese Zeitschr. 286, 
45, 1926. 
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der Citronenséurebildung durch A. niger-Stamme der urspriingliche 
pa-Wert recht weit im sauren Gebiet liegen soll. Der giinstigste py-Be- 
reich ist dabei fiir jeden Stamm besonders festzustellen; wie sehr die 
Saurebildung von dem urspriinglichen Gehalt der Nahrlésung an 
Mineralséure abhangt, zeigt die Abb. 18 sehr deutlich. Auch die Zu- 
sammensetzung der Nahrlésung ist fiir den optimalen Saurezusatz zum 
Nahrboden bei Versuchsbeginn von Wichtigkeit; wahrend auf Mg- 
haltigen Medien ein Sauregehalt von 0,02 nan HCl bereits eine Hemmung 
der Citronenséureanhaufung zur Folge hatte, zeigte der gleiche Saure- 
grad bei NH,NO,-haltigen Nahrbéden (ohne gréBere Mengen an Mg) 
den giinstigsten Erfolg (Abb. 19, 20, 21). Au8Ber Salzsiure wurden auch 
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Abb. 20. Wie Abb. 19, jedoch Zusatz von 0,77% MgCl,. 


Abb, 21. Wie Abb. 19, jedoch folgender Nihrboden: 0,64% Mg(NO,)., 0.1% KH.PO,, 
0,025% MgSO,. 


Salpetersiure, Schwefelsiure und Phosphorsiure zur Ansaiuerung 
der Nahrlésung verwendet; dabei zeigten sich keine wesentlichen 
Unterschiede!. Der Zusatz der Saure erfolet bei dem untersuchten 
Pilzstamm am besten nach der Sterilisation, da im anderen Falle die 
Saurebildung etwas verringert ist (EinfluB des entstandenen Invert- 
zuckers 7), 


!. Die Bedeutung der C-Quelle fiir die Citronensdéurebildung. 


Hinsichtlich der fiir die Citronenséiureanhiufung giinstigsten Kohlen- 
stoffquelle liegt schon eine reichliche Anzahl von Arbeiten vor?. Neben 
der Untersuchung der verschiedenen reinen Kohlenhydrate wurde das 
Problem der Citronensaéuregéirung von vielen Autoren auch von der tech- 
nischen Seite her bearbeitet, wobei Abfallprodukte der Zuckerindustrie 


! Vgl. auch K. Bernhauer, A. Iglauer u. H. Knobloch, diese Zeitschr. 
307, 288, 1941. -—~ *? Zusammenfassung vgl. AK. Bernhauer, Oxydative 
Gaérungen in: Nord u. Weidenhagen, Handb. d. Enzymologie, 8. 1099. 
Leipzig 1940. 
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(Melasse, Riibensaft! usw.), der Herstellung von Zellstoff (Sulfitablauge ®), 
der Holzverzuckerung*® u. a. als Ausgangsstoffe fiir die Gewinnung de: 
Citronensdure herangezogen wurden. Von der wirtschaftlichen Bedeutung 
dieses Prozesses zeugen zahlreiche Patente‘. 

a) Sdurebildung aus Invertzucker. Nach M. Giordani® soll Invert 
zucker die Saurebildung beschleunigen; in unseren Versuchen konnt« 
in 20% igen Zuckerlésungen durch Ersatz eines Teiles der Saccharose 
durch Invertzucker (l10—17,5%, Invertzucker; 10—2,5% Saccharose 
gleichfalls eine gewisse Beschleunigung der Gairung beobachtet werden 
in weniger konzentrierten Lésungen wurde kein, unter Umstinden 
sogar ein schadlicher EinfluB des Invertzuckers auf die Saurebildung 
beobachtet. In diesem Zusammenhang scheint erwahnenswert, dai 
gute Citronensdurebildner wenig Invertase besitzen sollen®. Wahr- 
scheinlich sind in bezug auf die Vergérung von Invertzucker auch weit- 
gehend Stammesunterschiede maBgebend, wie dies auch Paley und 
Franzusowa’ fiir G'ucose nachgewiesen haben. 

b) Sdurebildung aus Glucose wnd Stdirke. Wahrend die Mehrzab! 
der untersuchten A. niger-Stémme aus Rohrzucker gréBere Saure 
mengen erzeugt als aus G'ucose, gibt es auch solche, die diese beiden 
Zucker mit gleicher oder fast gleicher Intensitat‘ umzusetzen vermégen. 
In eigenen Versuchen wurden 34 verschiedene A. niger-Stamme auf 
ihr Saurebildungsvermégen in Nahrlésungen mit technischer Glucose 
gepriift. Nur vier Stamme vermochten etwas gréBere Citronensaure- 
mengen zu bilden (Stamm 3, 7, 15 und 25 ungefahr 20—25%); einer 
von ihnen (Stamm 15) wurde naher untersucht. Das Vermégen zur 
Hydrolyse von Starke war nur gering, Saurebildung fand so gut wie 
gar nicht statt. Bietet man dem Pilz Starkehydrolysat als C- Quelle. 
so ist die Menge der entstehenden Citronensaéure etwa so groB wie bei 
Verwendung von technischer G'ucose. Die durchschnittlich bei allen 
Stimmen auftretende Erscheinung, daB aus Glucose nur geringe Saure- 
mengen gebildet werden, kénnte damit im Zusammenhang stehen, da! 
in der von uns verwendeten technischen Glucose ein Hemmstoff ent- 
halten ist, der auf die Saureanhaufung einen ungiinstigen Einflu8 hat?. 
Um dies auszuschlieBen, untersuchten wir die Citronensaurebildung 


1 W. S. Butkewitsch u. A. A. Melnikowa, Microbiol. (russ.) 5, 259. 
1936. —- ? Robeson Process Co.N. Y., A. P. 2142739, ausg. 3. 1. 1939. 
3 7.J. Paley u. M.A. Franzusowa, Mitt. d. wiss. Forschungsinstitutes f. 
Nahrungsmittelindustrie d. USSR. (ITI) 4, 5, 1936. — 4 Z. B. Soc. d’exploi- 
tation des procédés L. Cerini Soe. an. F. P. 833631, ang. 26. 10. 1938: 
W.K. Lorenz, D. R. P. 679847, ausg. 15. 8. 1939. — ° M. Giordani, Chim. 
e. Ind. 17, 77, 1935. — °® Kirssanowa, Biochimija (russ.) 1, 386, 1936. 
7 Paley u. Franzusowa, Mitt. d. wiss. Forschungsinstituts f. Nahrungs 
mittelindustrie d. USSR. (III), 4, 5, 1936. — § Vgl. z. B. R. J. Cheftel- 
Redel, Thése, Alencon 1937. 
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aus chemisch reiner Glucose und Fructose ; jedoch auch in diesem Falle 
waren die erhaltenen Aciditaten sehr gering (Abb. 22). Fructose erwies 
sich dabei als geeigneter. Ein kiinstlicher Invertzucker (gleiche Mengen 
Glucose und Fructose) war gleichfalls ungeeignet. Ein Zusatz kleiner 
Mengen von Glucose bzw. Fructose (2,5°,) zu einem normalen Versuch 
auf Rohrzucker ergab keine Hemmung der Saurebildung. 

c) Sdéurebildung aus Melasse. Die Gewinnung von Citronensaure 
aus Ritbenzucker-Melasse hat vor allem technisches Interesse, da dieselbe 
einen verhaltnismaBig billigen Ausgangsstoff darstellt. 














1600 
ccm 
Abb. 22. Siurebildung aus Glu- 100 
cose und Fructose. 1200+ 
Kurve 1: 17,5° Glucose Merck: 
Kurve 2: 17,5 °% Fructose Merck: | 1000 
Kurve 3: 8,75°% Glucose und = 
8,75 % Fructose Merck: Kurve 4: s ad 
17,5% Riibenzucker. NH,NO,- © 600 
Nahrboden unter Zusatz von 
0,385 °% MgCl,. 0,01 normal an 400 


HC}, Pilzstamm 12. 




















Bisher liegen in der Literatur wohl einige Patente', jedoch wenig andere 
austiihrliche Arbeiten iiber dieses Thema vor”. Die Schwierigkeit bei der 
Vergirung der Melasse auf Citronensdéure liegt hauptsiachlich in ihrer 
wechselnden Zusammensetzung, die nicht nur von Kampagne zu Kampagne 
verschied2n ist, sond2rn auch je nach der Herkunft eine wechselnde sein 
kann. Da auSer quantitativen Schwankungen der fiir die Ausbildung gut 
siurebildend>»r Decken wichtigen Elemente N und P auch der Gehalt an 
organischen Stoffen und and2ren Salzen sehr verschieden sein kann, ist es 
erklarlich, daB eine einwandfreie Verarbeitung des Rohrzuckers der Melasse 
auf Citronenséiure zumeist nicht ohne eine gewisse Vorbehandlung méglich 
sein wird; die Art derselben ist Gegenstand einiger Patente!. Der Zweck 
dieser Vorbehandlung kann entweder darin bestehen, daB Stoffe, die auf die 
Citronensaurebildung durch A. niger hemmend wirken, entfernt werden, 
oder aber, daB das Wachstum des Pilzes zugunsten der Saureanhaufung 
zuriickgedrangt wird. 


' Josef Sziies, O. P. 101009, ausg. 25. 12. 1925; Montan- und Industrial- 
werke vorm. Joh. Dav. Starck, D. R. P. 461356, ausg. 13. 6.1928; Montan- und 
Industrialwerke vorm. Joh. Dav. Starck, A. P. 1679186, ausg. 31. 7. 1928; 
Z. B. St. Bakonyi, Belg. P. 418088, ausg. 17. 3. 1937; Soe. d’exploitation 
des procédés L. Cerini Soc. an. F. P. 833631, ausg. 26. 10. 1938; W. K. Lorenz, 
D. R. P. 679847, ausg. 15. 8. 1939; Byk-Guldenwerke A.-G., D. R. P. 
698905, ausg. 19. 11. 1940. —- ? Vgl.z. B. F. J. Cahn, Ind. Engnp. Chem. 
27, 201, Ref.: Chem. Ztg. 60, 350, 1936; A. Quilico u. A. di Capua, Ann. 
Chim. appl. 24, 355, 1934; G. C. Das-Gupta, K. H. Saha u. B. C. Guha, 
Chem. Centralbl. 1941, I, 837. 
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Ein Zusatz von Nahrsalzen ist zumeist tiberfliissig, da gewoéhnlich in 
den Melassen alle fiir die Pilzentwicklung nétigen Stoffe enthalten sind 
Bei phosphatarmen Melassen sollen jedoch 0,01—0,02°, KH,PO, hinzu- 
gefiigt werden'. Von Bedeutung ist auch eine Zugabe von Mineralséuren. 
um eine fiir die Gérung giinstige Wasserstoffionenkonzentration im Substrai 
zu erzielen. Infolge einer mehr oder minder stark ausgepragten Pufferuny 
der Melasse ist die benétigte Sauremenge jeweils verschieden. 


Wir untersuchten eine Reihe von Melassen auf ihre Vergarbarkeit 
zu Citronensaure ; aus der Abb. 23, die einige dieser Versuche wiedergibt 
kann man die Unterschiede zwischen den einzelnen Melassesorten er 








4 ] | ] T T Abb. 23,  Citronensiurebildung 
| aus verschiedenen Melassen. 

800+ Kurve 1: Raffinerie Laun, Cam- 
pagne 1935/36; Kurve 2: Zucker- 

| 600 fabrik Bondy, Campagne 1935/36; 
= Kurve 3:  Zuckerfabrik Turnau, 
= 1932; Kurve 4: Zuckerfabrik Wsche- 
8 wo tat, 1936/37; Kurve 5: Weiden- 
busch 1938: Kurve 6: Béhmischer 

Verband der Zuckerindustriellen 

200 1935/36: Kurve 7: Zuckerfabrik 

Ratborseh 1935/36. 














Toge 


kennen. Es war nun die Frage, ob es méglich sei, Melassen, die fiir die 
Citronensauregérung schlecht bzw. erst nach einer Vorbehandlung 
verwertbar sind, mit Hilfe einer biologischen Methode in kurzer Zeit 
und mit einfachen Mitteln zu erkennen. Fiir die Beurteilung der Ver 
girbarkeit von Melassen durch Hefen liegt bereits eine besondere 
Methodik vor?. Versuche zur Ausarbeitung einer entsprechenden 
Methodik fiir Schimmelpilzgirungen, bei der durch die Feststellung 
der submersen Gluconséurebildung aus verschiedenen Melassen auf 
deren Eignung fiir die Citronensdurebildung geschlossen werden sollte 
‘fiihrten nicht zum Ziel. Von den untersuchten 17 verschiedenen 
Melassen konnten auf 15 annihernd gleiche Mengen an Gluconsiure 
erhalten werden (berechnet aus dem Ca-Gehalt der Garlésung), wahrend 
der Verlauf der Citronensaéurebildung durchaus verschieden war. | 
ist dies weiter nicht verwunderlich, denn wahrend die Gluconsaure- 
bildung durch Schimmelpilze einen einfachen OxydationsprozeB vor 
stellt, ist die Entstehung der Citronensiure cin Stoffwechselvorgang 
von verwickelter Natur. 

Die schwere Vergirbarkeit von Melassen durch Hefe soll auf dem 
Vorhandensein von fliichtigen Saéuren in der Melasse beruhen. Wir 


> 


' A. Quilico u. A. di Capua, Ann. Chim. appl. 24, 355, 1934. 2 Siehe 
in Lunge-Berl, Chemisch-technische Untersuchungsmethoden, 7. Aufl.. 
IV. Band, 8. 169. Berlin, Springer, 1924. 
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untersuchten eine Melasse (Weidenbusch, Kampagne 1939) auf ihren 
Gehalt an mit Wasserdampf fliichtigen Sauren und konnten feststellen, 
daB davon etwa 2,5°5 vorhanden waren. Es scheint jedoch kein 
wesentlicher Zusammenhang zwischen dem Gehalt einer Melasse an 
fliichtigen Sauren und ihrer Eignung zur Vergairung aut Citronen- 
siiure zu bestehen. 

Eine wichtige Frage bei der Beurteilung der Ergebnisse von Ver- 
suchen tiber die Citronensaurebildung durch Aspergillus-Stémme ist 
die Méglichkeit der Reproduzierbarkeit gewonnener Versuchsergebnisse 
zu einem beliebigen Zeitpunkt unter Einhaltung vollig gleicher Be- 
dingungen. Um die individuellen Schwankungen méglichst auszu- 
gleichen, mu die Forderung erhoben werden, daf& mindestens drei 
Parallelversuche nebeneinander durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus 
ist es unter Umstanden notig, bestimmte Versuchsreihen zu einem 
spiteren Zeitpunkt vllig zu wiederholen, um die Richtigkeit einer 
eventuell aufgefundenen GesetzmaBigkeit zu iiberpriifen. Uns inter- 
essierte, inwieweit Schwankungen in dem Saurebildungsvermégen 
einer A. niger-Kultur auftreten, wenn man ohne Anderung der auBeren 
Bedingungen den Pilz zu verschiedenen Zeiten in eine Melasse-Nahr- 
lésung von stets gleicher Zusammensetzung einimpft. In einem Zeit- 
intervall von etwa 3 Tagen wurde der untersuchte Pilzstamm (20) 
auf Bierwiirze-Schragagar-Réhrchen zur Entwicklung gebracht und 
die reifen Sporen auf eine Melasse-Lésung (20° Bllg.) iibertragen. Von 
den zehn Versuchsreihen hatten sechs Ergebnisse, die nur innerhalb 
von 1% schwankten. Drei weitere wiesen Schwankungen von etwa 
5%, auf. Nur eine Versuchsreihe zeigte ein vé!lig abweichendes Bild; 
die dabei erhaltenen Sauremengen betrugen nur 1!/, der normalen, 
Zuckerverbrauch und Pilzentwicklung waren jedoch wie bei den iibrigen 
Reihen. Wodurch dieses abweichende Verhalten in der einen Versuchs- 
reihe bedingt war, konnte nicht ermittelt werden. Man sieht daraus, 
da8 unter bisher noch nicht naher erfaBbaren Bedingungen in seltenen 
Fallen ein abnormaler Verlauf der Citronenséurebildung stattfinden 
kann, da aber in der Regel Versuchsergebnisse mit groBer Genauigkeit 
reproduziert werden kénnen. 

Wie schon erwahnt, kann die Vorbehandlung der Melasse einem 
zweifachen Zweck dienen, und zwar kénnen dadurch entweder Hemm- 
stoffe entfernt werden, die die Citronensaurebildung zuriickdrangen, 
oder es werden Stoffe zerstért oder gehemmt, die das Wachstum des 
Pilzes fordern und dadurch indirekt auch die véllige Verbrennung des 
Zuckers zu CO, begiinstigen. Die in Melassekulturen immer wieder 
zu beobachtende Oxalsaurebildung diirfte mit einer solchen Steigerung 
der Atmungsintensitat des Pilzes zusammenhingen. Ein Entfernen 
von Hemmstoffen aus der Melasse kénnte in der Weise durchgefiihrt 
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werden, da man dieselben an aktive Stoffe adsorbiert! ; als solche kénnen 
neben CaCQOg und verschiedenen Erden auch Aktivkohlen in Betracht 
gezogen werden. Von den untersuchten Stoffen (CaCOs3, Kieselgur 
Bolus alba und Tierkohle) erwies sich die Tierkohle als am geeignetsten. 
Durch einstiindiges Erhitzen der Melasse am Wasserbad mit 5—10 % 
des Klarmittels und nachherige Filtration wird die Geschwindigkeit 
der Saurebildung betrachtlich erhéht, nach 7 Tagen betragt die Aciditit 
in Giarfliissigkeiten, die einer Vorbehandlung mit Tierkohle unterzogen 
worden waren, etwa das Achtfache der unbehandelten Lésungen. Die 
einmal zur Klarung verwendete Tierkohle ist ohne vorherige Reinigung. 
wie ja nicht anders zu erwarten, fiir weitere Klirungen ungeeignet. 

jin Versuch, durch Vorbehandlung der Melasse mit H,O,? eine 
Erhéhung der Citronensdureausbeuten zu erzielea, gelang nicht. Durch 
diese Art der Behandlung sollen organische Wuchsstoffe zerstért werden. 
2s ist von vornherein unwahrscheinlich, da8 die in der Regel bei der 
Melasse beobachtete schlechtere Vergarbarkeit auf Citronensdure nur 
durch die Anwesenheit von Wuchsstoffen bedingt sein sollte; denn 
daneben ist auch noch der Gehalt der Melasse an anorganischen Salzen 
von Wichtigkcit. 

In der Folge versuchten wir, durch Erhitzen der Melasse mit Ca (O H), 
eine Verbesserung der Citronensiurebildung herbeizufiihren. Diese 
Art der Vorbehandlung kann sich in zweifacher Weise auswirken: 
einerseits werden durch dieselbe manche anorganischen Salze gefillt 
und andererseits durch die pu-Anderung auch Stoffe organischer 
Natur (Eiweifbstoffe) zur Ausflockung gebracht. Durch diese Art 
der Vorbehandlung konnte bei der von uns untersuchten Melasse 
(Weidenbusch, 193°) vor allem die Oxalsiurebildung stark eingeschrankt 
werden (etwa auf die Halfte), wihrend die Citronensadurebildung keine 
wesentliche Beeinflussung erfuhr. Die Pilztrockengewichte waren auf 
den vorbehandelten Melassen geringer, was darauf hindeuten wiirde, 
daB bestimmte Nihr- oder Wuchsstoffe auf diesem Wege ausgeschaltet 
werden kénnen. 

Bei Versuchen mit Reinzucker als C- Quelle kann die Oxalsiure- 
bildung mancher A. niger-Stamme meist durch eine geniigend hohe 
Ausgangsaciditat des Nahrbodens verhindert werden. Dies ist bei der 
Vergarung von Melasse nur in beschranktem Umfang méglich. Wahrend 
der urspriingliche py-Wert eines Nahrbodens mit Reinzucker ohne 
allzu groBe Hemmung des Pilzwachstums unter 2, ja sogar bis etwa 
1,2—1,4 eingestellt werden kann, ist dies bei Melassenihrbéden nicht 
der Fall; bei einem py-Wert von 3,5—4 findet zumeist kein Wachstum 
des Pilzes mehr statt. 


1 Vgl. auch Industrie A. G. vorm. J. D. Starck; F. P. 863 665 vom 4. 3. 


1940, ausg. 7. 4. 1941. — Chem. Centralbl. 1941, IT, 1220. — ? W. K. Lorenz, 


D. R. P. 679847 vom 15. 8. 1939. 
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Hinsichtlich der Konzentration der Melasselésungen ergab sich aus 
unseren Versuchen, daB bei 36° Bllg. der Garverlauf noch sehr gut ist: 
héhere Konzentrationen bewirken eine Hemmung des Pilzwachstums. 
Es sind jedoch auch hier Unterschiede zu bemerken, denn je nach der 
verwendeten Melassesorte liegt die Konzentrationsgrenze unter Um- 
stinden auch héher. Der von verschiedenen Autoren angewandte 
,.Deckenwechsel‘‘ erméglicht es auch, starker konzentrierte Melassen 
ohne Schwierigkeiten, die sonst durch eine Wachstumshemmung des 
Pilzes gcgeben sind, zu vergiren. Wie unsere Versuche zeigten, kann 
man dabei in der Weise vorg hen, daf der Pilz auf einer sehr verdiinnten 
Melasselésung (z. B. 4° Bilg.), eventuell unter Zusatz von Niahrsalzen, 
zur Entwicklung gebracht wird. Nach dem Anwachsen der Pilzdecke, 
also nach 24—48 Stunden, wird die Nahrlésung entfernt und durch die 
Girlésung (Melasse von 35— 406° Bllg., eventuell auch konzentrierter) 
ersetzt. 


d) Sdurelildung aus anderen Rohstofien. Es wurde auch versucht, 
Zuckerriibensaft (Zuckerfabrik Schoeller, Kampagne 1939) ohne weitere 
Vorbehandlung der Citronensiuregirung durch den A. niger-Stamm 20 
zu unterwerfen. Die erhaltenen Saduremengen waren duBerst gering, 
das Wachstum des Pilzes hingegen sehr gut; es scheinen demnach auch 
im Riibensaft Stoffe enthalten zu sein, die das Wachstum des A. niger 
stark anregen und dadurch eine vdéllige Veratmung des Zuckers zu 


CO. bewirken. 
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bildung durch A. niger zu sein. Bei 45° ist die Anhéufung von Sauren 
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sehr gering, wie tiberhaupt auch alle anderen Lebensfunktionen, wie 
Wachstum usw., darniederliegen (Abb. 24). 


2. Beliiftung. 

Die Umwandlung des Zuckers in Citronensaure ist ein oxydativer 
Vorgang, zu dessen Verwirkli¢dhung dem Pilz Sauerstoff zur Verfiigung 
stehen muB1!, Die Frage der genitigenden Versorgung der Mycelien mit 
Luft ist daher ein wesentlicher Faktor, der bei der Erforschung der 
Bedingungen der Citronensdurebildung nicht vergessen werden darf. 
Versuche, in welchen festgestellt werden sollte, ob durch das Einblasen 
von Luft tiber die Pilzdecken und den dadurch bewirkten rascheren 
Gasaustausch auch eine Beschleunigung der Garung erzielt werden 
kénnte, verliefen ohne merklichen Erfolg. Die Versorgung der Pilzdecke 
mit Sauerstoff scheint demnach unter normalen Umstéanden durch 
Diffusionsvorginge geniigend gesichert zu sein, wenn als Verschlu8 der 
GargefaBe Wattestopfen oder G!askappen verwendet werden; eine 
zusatzliche Beliiftung eriibrigt sich daher im Kleinversuch. 


3. Kulturmethodik (Submerse Gérung). 


Die Mehrzahl der Untersuchungen iiber die Citronensauregarung 
mit Schimmelpilzen wurde nach der Methode der Oberflichenkultur 
vorgenommen. 


Danach wird der Pilz auf der Fliissigkeitsoberflache zur Entwicklung 
gebracht; er bildet dabei gew6hnlich eine mehr oder minder stark gefaltete 
Decke aus, die zumeist nach einiger Zeit Konidientrager entwickelt und auf 
diesen Sporen abschniirt. Wird die Ausbildung einer Myceldecke durch 
Bewegen der Fliissigkeit (Schiitteln, Einblasen von Luft, Riihren) verhindert, 
so kommt es zur Entwicklung des Pilzes in der Fliissigkeit, somit zur Bildung 
eines submersen Mycels. 

Bei der Ziichtung der Pilze in Schiittelkultur kann das entstehende 
Mycel sehr verschieden aussehen, und zwar abhangig von der Art und det 
Zusammensetzung der Nahrljésung, vom px-Wert, von der Impfung, vom 
verwendeten Pilzstamm und von vielen anderen, zum Teil noch wenig 
geklarten Faktoren. Der Normalfall ist der, daB sich kleine Kugeln ent 
wickeln, die einen Durchmesser von 1—5 mm haben (Abb. 25); nach einige! 
Zeit wachsen aus diesen Mycelkugeln an einzelnen Stellen fadige Gebilde, dic 
zuerst klein sind und den Kugeln ein sternartiges Aussehen  verleihen 
(Abb. 26); spaiter werden diese Auswiichse gr6Ber und kénnen das Drei- bis 
Vierfache des Kugeldurchmessers erreichen. Dadurch wird die anfanglich 
reine Kugelform verwischt und es kommen bartartige Gebilde zustande 
Die GréBe der Mycelkugeln kann unter Umstanden betrachtliche Abweichun- 
gen von der Norm zeigen; so entwickeln sich manchmal in der Fliissigkeit 
nur wenige, dafiir aber etwa kirschgroBe Mycelknauel in Form von Hoh! 
kugeln; es ist dies ein Ubergang zu jenen Fallen, in denen iiberhaupt nu 
ein einziger, unregelmaBig gestalteter Pilzkérper in der Nahrlésung gebildet 


1 Vgl. z. B. Wehmer, Chem. Ztg. 36, 1106, 1912. 
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Abb. 25 bis 29. 
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Abb. 27. Abb. 28. 





Abb. 29. 


Verschiedene Formen des submarsen Mycels von Aspergillus niger. Stamm 20 
MaBstab 1:2. 
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wird (Abb. 27). Im Extremfall durchwachst der Pilz die ganze Fliissigkeit. 
schicht und es entsteht eine gallertartige Mycelmasse, die den Kolben 
vollig ausfiillt, soweit dieser Nahrlésung enthalt. In anderen Fallen, b: 
sonders bei saurer Reaktion, sind die einzelnen Mycelkiigelchen kleine: 
(Abb. 28), etwa in der GréBe eines Stecknadelkopfes, oder der Pilz wachst, 
dies ist der andere Extremfall, in gries- bzw. mehlartiger Form (Abb. 29): 
auch wolleartiges, fidiges Mycel kann unter Umstinden auftreten, Die 
Vielfalt des Aussehens des submersen Pilzmycels iiberrascht den Beobachte: 
immer und immer wieder. Systematische Untersuchungen iiber diese Art 
der Pilzziichtung sind in Gang. 

Untersucht man submerses Mycel mikroskopisch, so zeigt sich, dal in 
einzelnen Fallen Ansatze zur Bildung von Vermehrungsorganen gegeben 
sind, Es entstehen kurze Konidientrager, an deren Enden sich unregelmafiy 
gestaltete Vesicula bilden, die verkiimmerte Sterigmata tragen; die Aus 
bildung von echten Konidiosporen konnte nie beobachtet werden. An den 
Sterigmata sieht man wohl hin und wieder abgeschniirte, unregelmabig 
gestaltete Zellen, die jedoch niemals stirker pigmentiert sind und die auch 
nicht die charakteristische Membran der eigentlichen Konidiosporen  be- 
sitzen. Die braiunliche Verfarbung alterer Kulturen ist nicht auf eine normale 
Pigmentierung der Konidiosporen zuriickzufiihren, sondern zeigt wohl an, 
daB bereits autolytische Prozesse einen Abbau im Mycel hervorrufen. 

Die groBe Bedeutung der submersen Garfiihrung fiir den technischen 
ProzeB der Citronensaéurebildung hat schon friihzeitig Veranlassung gegeben, 
sich mit dieser Frage zu befassen!. Besonders eingehend wurde jedoch diese 
Kulturmethode von Kluyver und Perquin® studiert. Diese Autoren weisen 
besonders auf einen Mangel der Oberflachenkultur hin, namlich den, dai} 
die einzelnen Teile des Pilzmycels unter sehr heterogenen Bedingungen 
stehen, daB die einen gut mit Sauerstoff, dagegen schlecht mit Nahrlésung 
versorgt sind, und umgekehrt; sie sehen in einem submersen Pilzwachstum 
den Weg, der diese Schwierigkeiten iiberwindet und ein homogenes Zell- 
material liefert. Es muB jedoch gesagt werden, daBb auch die Methode der 
submersen Pilzziichtung kein absolut einheitliches Mycel liefert, denn auch 
in den einzelnen Mycelkiigelehen kénnen wir Zellschichten unterscheiden, 
die auBen liegen, daher sehr intensiv mit der Nabrlésung in Beriihrung sind, 
und andererseits solche, die gegen das Innere der Kugel hin gelegen sind; 
in diesen wird besonders die Sauerstoffversorgung nicht so gut sein, wie in 
den auBeren Schichten. Dieser Umstand wird besonders bei jenen submersen 
Wuchsformen ins Gewicht fallen, die durch besondere GréBe der Einzel- 
mycelien (KirschgréBe und dariiber) hervorstechen. — Wenngleich auch in 
der submersen Kultur keine absolute Homogenitat des Zellmaterials zu 
erzieler ist, so ist dieselbe der Oberflachenkultur in dieser Hinsicht doch 
weit tiberlegen. 

Die von verschiedenen Autoren angegebenen Methoden, die es e! 
méglichen sollen, die Wachstumsvorginge von den eigentlichen dissimilatori 
schen Oxydationsprozessen zu trennen, es sei hier z. B. auf die Methodik der 
.fertigen Pilzdecken‘‘ verwiesen, fiihren vor allem bei Versuchen iiber die 
Citronensaurebildung nicht véllig zum Ziel. Eine ganzliche Trennung des 
Aufbaustoffwechsels von der Dissimilation ist nicht zu erzielen; auch in det 
,fertigen Pilzdecke‘‘ finden noch Wachstumsvorginge statt. AKlwyver und 


' Bleyer, D. R.P. 434729 vom LX. 1926; Amelung, Chem. Ztg. 54, 
118, 1930. —- 2 Kluyver u. Perquin, diese Zeitschr. 266, 68, 1933. 
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Perquin trennen eine Wachstumsphase von einer eigentlichen Garphase; 
sie gehen in der Weise vor, daB sie submerses Mycel unter bestimmten 
Bedingungen wachsen lassen, dann von der Nahrlésung durch Filtration 
abtrennen und nun die Umsetzung in der Garlésung mit dem Mycelmaterial 
durehfihren. Dadurch, da sie die Garphase entsprechend kurz wahlen 
und mit groBen Pilzmengen arbeiten, wird das Wachstum gegeniiber dem 
eigentlichen Umsatz verhaltnismaRig zuyiickgedrangt. Bei dem Studium 
der Citronensiuregérung fiihrt diese Versuchsanordnung nur beschrankt 
zum Ziel'. Die Umwandlung des Zuckers in Citronenséure geht unter den 
Bedingungen der submersen Kultur nur langsam vor sich; eine scharfe 
Trennung zwischen den Wachstumsprozessen und dem eigentlichen Saure- 
bildungsvorgang ist daher nicht méglich; die Frage, inwieweit man aus 
dieser Tatsache auf einen Zusammenhang zwischen Wachstum und Saure- 
bildung schlieBen kann, soll hier nicht erértert werden. Die bei Reihen- 
versuchen immerhin sehr miihevolle und umstindliche Methode der Heran- 
ziichtung des Pilzes in einer Lésung und die Ubertragung des Mycels in die 
eigentliche Garlésung scheint daher in diesem Falle im Verhaltnis zur 
angewandten Miihe keine oder aber nur geringe Vorteile zu bieten. Wir 
verzichteten daher bei unseren Versuchen auf diese Myceliibertragung. Auf 
eine methodische Schwierigkeit bei submersen Pilzgairungen, die besonders 
bei langerer Kulturdauer auftritt, sei hier noch hingewiesen: An jenen 
Stellen der Kolbenwandung, an welche die Fliissigkeit bei der Schiittel- 
bewegung gerade noch hinkommt, setzen sich Mycelteile fest, die von Zeit 
zu Zeit mittels eines sterilen Glasstabes immer wieder in die Fliissigkeit 
zuriickgebracht werden miissen. 

Wahrend sich die Bildung von Zuckermonocarbonsaduren in sub- 
merser Kultur ohne Schwierigkeiten zumeist in guten Ausbeuten voll- 
zieht?, wobei die Umsetzungen in der Regel betrachtlich rascher vor 
sich gehen als in Ruhekultur, ist dies bei der Citronensiuregaérung 
keineswegs so. Es ist dies durchaus nicht verwunderlich, denn wahrend 
wir es im ersten Fall mit einem einfachen Oxydationsvorgang zu tun 
haben, der auch in seiner Enzymchemie weitgehend geklart ist, ist die 
Bildung der Citronenséure ein ProzeB, bei dem sicherlich zahlreiche 
Einzelreaktionen ineinandergreifen, und der in seinem Chemismus 
auch heute noch nicht véllig erkannt ist. Die Ergebnisse von Perquin und 
diejenigen eigener Versuche zeigen, da} in submerser Kultur Citronen- 
sdurebildung grundsitzlich méglich ist. Eine Schwierigkeit liegt jedoch 
darin, daB die Umsetzungen, die zur Entstehung der Citronensaure fiihren, 
unter den Bedingungen der Schiittelkultur nicht so sehr im Vordergrund 
des Zellgeschehens stehen, wie dies bei der Oberflachenkultur der Fall ist. 
Der Zucker wird in submerser Kultur langsamer verbraucht ; wahrend 
derselbe (in 17,5 %iger Lésung) bei Ruhekulturen in durchschnittlich 
15—20 Tagen bis auf einen geringen Rest vom Pilz verarbeitet wird, 


1 Perquin, Diss. Delft 1938. * Vgl. z. B. Knobloch u. Mayer, diese 
Zeitschr. 307, 285, 1941. — Hinsichtlich der technischen Gluconsaure- 


erzeugung in submerser Kultur vgl. Moyer, Umberger u. Stubbs, Ind. Engnp. 
Chem. 32, 1379, 1940, sowie friihere Arbeiten. 
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ist dies in Schiittelkulturen selbst bei geringerer Konzentration (15°, ) 
nicht der Fall. Bemerkenswert ist, daB das Wachstum der Pilze in 
der Regel besser war als in Oberflachenkultur (vgl. Tabelle I). Dic 
erhaltenen Sauremengen waren aber durchweg kleiner und entsprachen 
im Maximum einer Ausbeute von etwa 28% an Citronensiure. 
bezogen auf urspriinglichen Zucker. Eine Erhéhung der anfang. 
lichen Aciditét hatte kaum einen EinfluB auf die Menge der gebildeten 
Sauren. Auch die Nahrsalzmengen sind in ziemlich weiten Grenzen 
ohne Bedeutung; wichtig scheint ein gewisser Phosphatmangel (0,01 bis 
0,005% KH,PO,) zu sein, waihrend N-Mangel ungiinstig wirkt. Der 
geringe P-Gehalt der Nahrlésung bedingt auch eine Wachstumshemmung 
Die einzelnen Pilzstimme verhalten sich sowohl hinsichtlich ihrer 
Saurebildung wie auch hinsichtlich ihres Wachstums verschieden 
In einigen Fallen wurde auch die Entstehung von Oxalsaure fest. 
gestellt. 


Zusammenfassend lait sich sagen, daB auch in submerser Kultu: 
Citronensdurebildung stattfindet, die erhaltenen Mengen sind jedoch 
wesentlich geringer als in Oberflachenkultur; das Pilzwachstum ist 
hingegen starker. 


Versuchsdurehfiihrung. 


Ruhekulturen: Die Versuche wurden in (mit Watte verschlossenen) 
Palex-Erlenmeyer-Kolben (300 ccm Inhalt) mit je 100 cem Nahrlésung 
durchgefiihrt, und zwar mit je drei Parallelansitzen'. Zur Sterilisation 
wurde 1 Stunde im strémenden Dampf erhitzt. Die Kulturfliissigkeit 
bestand — wenn nichts anderes angegeben — aus einer Riibenzuckerlésung 
(15—17,5%), die mit entsprechenden Nahrsalzen versehen wurde; gewéhn 
lich fand folgende Nahrlésung Verwendung: 17,5°%, Zucker, 0,2°%) NH,N0,, 
0,1% KH,PO,, 0,025% MgSO, (in manchen Fallen erfolgte noch ein 
Zusatz von 0,77% MgCl.) oder 17,5 Zucker, 0,64°% Mg(NOs)., 01°) 

KH, PO,, 0,025% MgSO,. Vor der Impfung wurde Siure zugesetzt (zumeist 
HCl), so daB der Gehalt an dieser etwa 0,001 n oder in anderen Fallen auch: 
0,01 n war. Die Impfung erfolgte in der Regel mit einer Sporensuspension 
(2cem). Zur Herstellung von 100 cem derselben dienten zwei bis drei 
Kulturréhrehen auf Bierwiirze-Schragagar. Das Alter der Impfkultur lag 
zwischen 5 und 30 Tagen. Bei 32° wurden (wenn nicht anders angegeben 
die Pilze zur Entwicklung gebracht. Vom 5.—7. Tage an wurden alle 2 Tage 
je 2cecm Probe entnommen und mit n/10 KOH titriert (Phenolphthalein) 
Nach Beendigung der Aciditaétszunahme, spitestens jedoch zwischen 
dem 21. und 25. Tage, wurden die Pilze durch Hitzesterilisation getétet, dic 
Myceltrockengewichte (100°) festgestellt und in der Garlésung die normale 
analytischen Bestimmungen des Zuckers, des Saéuregehalts usw. durch 
gefiihrt. 


1 Alle Zahlenangaben sind Durchschnittswerte aus den Parallel- 
versuchen. 
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Schiittelkulturen. Versuchsansatz wie zuvor. Nahrsalzlésungen ver- 
schiedener Zusammensetzung. Nach der Sterilisation und Impfung mit 
Sporensuspension wurden die Kolben auf eine Schiittelmaschine gebracht, 
die in der Minute 80 Hin- und 80 Hergainge machte. Die Bestimmung der 
Aciditaét konnte hier nicht jeden 2. Tag erfolgen, da die Entnahme mittels 
steriler Pipetten infolge der Mycelbeschaffenheit recht umstandlich war 
und da andererseits auch der Saéureanstieg nicht so rasch erfolgte. Etwa 
alle 5 Tage wurde der Sauregehalt durch Titration bestimmt. Vergleichs- 
halber sind in Tabelle I die Mycelgewichte aus einigen Schiittelversuchen 
denjenigen aus Ruhekulturen gegeniibergestellt; Zucker war iiberall nur 
noch in Spuren vorhanden. Zugleich sind in der Tabelle die in submerser 
Kultur erzielten Aciditaétswerte in ccm n/10 Lauge wiedergegeben. Die 
Versuchsdauer betrug bei allen Staémmen 34 Tage, nur bei Stamm 20 31 Tage. 


Tabelle I. 





Mycelgewicht 
Pilzstamm Nihrlésung * Aciditit Mycelgewicht in Ruhekultur 
g g 
| I 103 3.5 
2 II 68 3,2 
\ III 60 2.5 0.6 
| I 20 3.6 wrk 
3 II 96 3,8 — 
| Ul 15 2,8 0,3 
| I 78 3,8 
Rend i 51 3,6 
| Ill 6 3,9 1,8 
| I 6 3,6 
10 II 28 3,4 
| ll 29 2,8 2.6 
20 | I 160 3,1 al 
‘i: \ II 434 3.2 2,1 


* Nihrlésung I: 15 % Riibenzucker, 0,2 % NH, N Oz, 0,1 % KH» PO,, 0,025 % MgSQ,. 
Nihrlésung II: ebenso, jedoch Zusatz von 0,385 % MgCl,. Nihrlésung III: 15 % Riibenzucker, 
0,64 % Mg(N O3)o, 0,1% K Hy PO,, 0,025 % MgSO,. 


Zusammenfassung. 


1. Durch wiederholtes Uberimpfen auf sauren Substraten konnte 
eine erhebliche Erhéhung der Saéurebildungsfahigkeit mancher A. niger- 
Stiimme erzielt werden. 


2. Der Eintlu8 der Impfung und der Vorbehandlung des Sporen- 
materials auf den ProzeB der Citronenséureanhiufung wurde naher 
untersucht. 


3. Die Citronensdurebildung konnte durch Zusatz bestimmter 
Salze zum Nahrboden entweder in positivem (MgCl,) oder in negativem 
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Sinne (CaCl,, ZnSO, usw.) beeinfluBt werden. Manche Salze hatter 
keinen Einflu8 auf diesen ProzeB. 


4. Die giinstigste Wasserstoffionenkonzentration fiir die Durch 
fiihrung der Citronenséuregérung ist von der Zusammensetzung des 
Nahrbodens abhangig. 


5. Die Mehrzahl der untersuchten Aspergillus niger-Staémme ver- 
mochte aus Glucose nur geringe Mengen Citronensaure zu bilden. 


6. Melasse erwies sich als C- Quelle fiir die Citronenséuregewinnung 
geeignet ; es zeigten sich jedoch groBe Unterschiede im Verhalten von 
Melassen verschiedener Herkunft. 

7. In der Schiittelkultur haufen die Pilze nur wenig Citronensaure 


an. Es wurden verschiedene Formen der Mycelbildung unter den 
Bedingungen der submersen Kultur beschrieben. 
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Zur Kenntnis! tierischer Peptidasen (IV). 
Von 
Ernst Masechmann. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstitutes 
fiir Chemotherapie in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1941.) 


Fiir die Kenntnis der Amino-peptidasen und ihrer weiteren Bearbei- 
tung sind folgende Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber Bakterien- 
peptidasen! und Serumpeptidasen? von besonderer Bedeutung: 1. Die 
Aktivierbarkeit oder besser das Wirksamwerden der Peptidasen anaerober 
Bakterien (Anaero-peptidasen) in vitro durch zweiwertiges Eisen bzw. 
Mangan und Cystein (oder abnlich wirkende Substanzen) ; 2. die Aktivier- 
barkeit der Peptidasen aerober Bakterien (B. pyocyaneus, B. prodigiosus, 
B. fluoreszens liquefaciens) und der Serumpeptidasen durch bestimmte 
Metalle allein (Magnesium, Mangan, Kobalt, Zink); 3. die Riickgdngig- 
machung der durch Komplexbildner wie Blausaéure, Cystein und Pyro- 
phosphat hervorgerufenen Hemmung der peptidatischen Wirksamkeit 
durch bestimmte Schwermetalle oder durch Abtrennung der Hemmstoffe 
von den Enzymen und 4. die Zerlegung der Anaero-aminopol ype ptidasen 
des B. histolyticus und B. botulinus in einen Leucylglyeylglycin- und 
Alanylglycylglycin-spaltenden und einen nur noch Diglyeylglycin- 
spaltenden Anteil, sowie die der Pyocyaneus-dipeptidasen in einen 
Leucylglycin-spaltenden und einen Alanylglycin-spaltenden Anteil®, 


Die Untersuchung des Mechanismus des Aktivierungsvorganges 
bei den Anaero-peptidasen fiihrte uns zur Ansicht, daB diese sehr 
wahrscheinlich Metallproteide sind, wahrend die Ergebnisse der Tren- 
nungsversuche unsere Auffassung beweisen, daB die sogenannte Di- 
und Aminopolypeptidase Gemische, und zwar je nach ihrer Herkunft 
wechselnd zusammengesetzte Gemische (art- und) substratspezifischer 
Amino-peptidasen darstellen. 


1 Naturwiss. 26, 791, 1938; diese Zeitschr. 300, 94, 1939; Naturwiss. 
27, 276, 819, 1939; diese Zeitschr. 302, 332, 1939; 303, 145, 1939; 307, 
1, 1940; Naturwiss. 29, 370, 1941. — 21. u. IL. Mitteilung: Naturwiss. 
28, 765, 780, 1940; LIL. Mitteilung: diese Zeitschr. 308, 359, 1941. — * Nach- 
trag bei der Korrektur am 16. 8.: Mittlerweile verfiigen wir auch iiber stich- 
haltige Versuche fiir die komplexe Zusammensetzung der tierischen ,,Di- und 
Aminopolypeptidase**. 
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Die teilweise sehr betrachtliche Steigerung der _ , natiirlichen: 


Wirksamkeit der Peptidasen aeraber Herkunft — _ bakterieller wie 
tierischer durch bestimmte Metalle und die Riickgingigmachung 


der durch Komplexbildner bewirkten Hemmung der _, natiirlichen: 
Wirksamkeit schon allein auf Zusatz geringer, fiir die Bindung der Hemm.- 
stoffe nicht ausreichender Mengen gewisser Schwermetalle lassen immer 
mehr die Wichtigkeit bestimmter Metalle fiir die Wirksamkeit der 
Peptidasen erkennen: Bestimmte Metalle scheinen nicht nur inte- 
grierende Bestandteile der Anaero-peptidasen, sondern ganz allgemein 
der Di- und Polypeptidasen jeglicher Herkunft zu sein oder diese min- 
destens zu komplettieren und sich am Spaltungsvorgang zu beteiligen 
Daraus ergibt sich fiir die quantitative Bestimmung dieser Peptidasen di: 
Notwendigkeit eines Zusatzes hestimmter Metalle. 


Ein nicht unwesentlicher Unterschied unserer Peptidasenunter- 
suchungen gegeniiber anderen ist der, daB wir bei allen MaBnahmen, 
bei der Ermittlung des ,,natiirlichen’* Wirkungsvermégens, bei der 
Untersuchung des Ubertretens der Bakterienenzyme in die Kultur. 
fliissigkeit, bei der Extraktion tierischen Materials, bei Aktivierungs., 
Hemmungs-, Reinigungs- und Trennungsversuchen, die peptidatische 
Wirksamkeit konsequent gegen mehrere Di- und Tripeptide bestimmen 
und uns nicht dabei mit Leucylglycin und Leucylglycylglycin als Sub- 
strate begniigen, die — zum Nachteil fiir die Kenntnis der ,,Di- und 
Aminopolypeptidase‘* — zu Standardsubstraten geworden sind. 


Zur gleichen Zeit mit uns haben auch amerikanische Autoren (M. J 
Johnson und Mitarbeiter)! an Hand von Praparaten anderer Herkunft als 
die unsrigen die Aktivierbarkeit von Peptidasen durch Metalle gezeigt. 
Sie begniigten sich aber mit der Aufzahlung, was alles aktiviert wird, ohne 
ihre Befunde im einzelnen zu klaren und durch weitere Versuche (Hem 
mungs- und Reinigungsversuche usw.) zu ergainzen. Ihnen kam es an 
scheinend vor allem darauf an, die Existenz der von K. Linderstrém-Lang’ 
vor ungefihr 12 Jahren postulierten ,,Leucylpeptidase* sicherzustellen 
Neuerdings geben die amerikanischen Autoren in einer Arbeit, die uns im 
Original bisher nicht zuganglich war, an, daB auch andere als die Anaero 
peptidasen durch Eisen bzw. Mangan und Cystein besser aktiviert wiirden als 
durch Metalle allein und dadurch die Fahigkeit gew6nnen, auch d-Peptice 
zu spalten. 


,Unmittelbar an die von E. Maschmann kiirzlich mitgeteilte Beob- 
achtung ankniipfend, da8 die Wirksamkeit von Peptidasen (insbesondere 
von Dipeptidase) aus Blutseren in Anwesenheit geringer Mengen von 
Magnesium-, Mangan- und gelegentlich von Kobaltsalzen eine betrachtlich 


1 J. of biol. Chem. 124, 395, 1938; J. of Bact. 36, 521, 1938; J. of iiol. 
Chem. 130, 641, 655, 1939; Chem. Zentralbl]. 1941, I, 908. — ? Zeitschr. | 
physiol. Chem. 182, 151, 1929; 188, 48, 1929. — * Diese Zeitschr. 30s, 
130, 1941. 
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erhéhte ist**, haben LE. Bamann und O. Schimke® gepriift, ob diese Metall- 
salz-Aktivierung auf die Serum-Dipeptidase beschrankt ist, oder ob sie 
sich auch bei tierischen Peptidasen anderer Herkunft findet. Die Autoren 
tun dabei die schon zu Beginn unserer Arbeiten iiber Bakterien-Pep- 
tidasen ausgesprochene Vorstellung, dafi die sogenannte Di- und Amino- 
polypeptidase Gemische, und zwar je nach ihrer Herkunft und Dar- 
stellungsart wechselnd zusammengesetzte Gemische substratspezifischer 
Di- und Polypeptidasen sind, als ,,Bemerkung** so nebenbei ab und ordnen 
sie ihrer Vorstellung unter. Diese unsere ,,Bemerkung“, ein ,,Leit- 
motiv’’ unserer Peptidasen-Arbeiten, ist experimentell besser  gestiitzt, 
als dies Bamann bei seinen isodynamen Phosphatasen méglich war, 
was den Autoren anscheinend unbekannt geblieben ist. ,,[sodyname** 
Dipeptidasen waren letztlich nichts anderes als eine Vielzah| oder ein 
Gemisch von Dipeptidasen, die sich in bezug auf Aktivierung, Hemmung, 
Spezifitat usw. verschieden verhielten. Damit wiirde im Grunde nichts 
anderes ausgedriickt, als was wir schon vor 2 Jahren gesagt haben und 
es drehte sich schlieBlich nur um eine Nomenklaturfrage. 

».Was das Wesen der Wirksamkeitssteigerung durch Metallionen 
betrifft‘‘, so haben wir unsere Ansicht dariiber fiir die Anaero-peptidasen 
ausfiihrlich dargelegt, von deren eingehender Kennzeichnung Bamann keine 
Notiz nimmt. In einer sich im Druck befindlichen Mitteilung! iiber Serum- 
peptidasen haben wir auch die Sachlage auf diesem Gebiete so dargestellt, 
wie sie sich eben auf Grund unserer eingehenden Aktivierungs- und Hem- 


mungsversuche — ohne Zwang anzutun, d. h. ohne eine vorgefabte 
Meinung unbedingt beweisen zu wollen — darstellen laBt. Um richtig 


verstanden zu werden, haben wir eingangs dieser Mitteilung unsere sich 
aus den bisherigen Ergebnissen ableitenden Auffassungen nochmals kurz 
skizziert. F 

Bamann und Schimke haben unsere experimentellen Angaben und die der 
amerikanischen Autoren vollinhaltlich bestatigt, soweit ihnen dies méglich 
war: denn sie haben sich bei ihren Untersuchungen lediglich auf das Substrat 
Leucylglycin gestiitzt. Nur dadurch konnten sie auch zur irrigen Aussage 
gelangen, dafi die Wirksamkeitssteigerung der ,, Dipeptidase‘‘ durch ,,Mangan- 
Tonen am universellsten und gréBten* sei und die Organ-Dipeptidase 
durch Kobalt fast durchgehend gehemmt wiirde. 


Wie sich in Wirklichkeit die in wasserigen und Glycerinausziigen? 
vorliegenden Organ-Dipeptidasen und -Polypeptidasen in Anwesenheit 
von Magnesium, Mangan und Kobalt gegeniiber bestimmten Substraten 
verhalten und auch gegeniiber Komplexbildnern, wird im folgenden am 
Beispiel intracellular und extracellular tdtiger Peptidasen des Kaninchens 
und des Méusecarcinoms® beschrieben. Als Substrate dienten dabei 
Leucyl-glycin (LG.), Alanyl-glycin (AG.), Glyeyl-glycin (GG.), Leucyl- 
glyeyl-glycin (LGG.). Alanyl-glyeyl-glyein (AGG.) und Diglycy!l- 


1 Diese Zeitschr. 308, 359, 1941. 2 Nachtrag bei der Korrektur am 
16. 8.: Die Wirksamkeit der aus Glycerinausziigen dargestellten reineren 
Peptidasenpraparate wird teilweise noch starker gesteigert als die der 
Rohausziige. — 3? Wir verdanken die Mausecarecinome Herrn Dr. C. Ditt- 
mar vom Staatsinstitut fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. 
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glycin (GGG.). Die benutzten Peptidasenpraparate waren aus der 
Leber, Niere und Diinndarmschleimhaut jeweils eines Tieres durch 
24 stiindige Extraktion bei Zimmertemperatur je der Halfte des Materials 
a) mit 2 Tl. Wasser und b) mit 2 Tl. Glycerin gewonnen. Nach dieser 
Zeit wurden die Suspensionen scharf zentrifugiert (12000 U/min.). 
die Lésungen filtriert und zur endgiiltigen Klarung ungefahr 10 Tage 
im Kiihlschrank bei + 2° aufbewahrt. Vom Tumormaterial stellten 
wir nur Glycerinausziige dar. AuBerdem wurden daneben nochmals 
die Peptidasen des Blutserums des dazugehérigen Tieres unter. 
sucht. Wir extrahierten mit Wasser (Toluol) und mit Glycerin, um 
festzustellen, ob das Wirkungsvermégen und die Aktivierbarkeit der 
Peptidasen in beiden Ausziigen gleich sind oder Unterschiede auf. 
weisen. 


I. Das ,,natiirliche’* Wirkungsvermégen. 


Uber das , natiirliche“ Wirkungsvermégen wasseriger und Glycerin- 
ausziige aus der Leber, Niere, Diinndarmschleimhaut des Kaninchens 
und seines Blutserums, sowie tiber das von Glycerinausziigen aus 
Médusecarcinom fiir verschiedene Di- und Tripeptide orientieren die 
Tabellen I—ILI. Die Ausziige, deren Auswertungsergebnis als besonders 
instruktiv angefiihrt wird, standen nach ihrer Gewinnung noch ungefahr 
10 Tage im Kiihlschrank (+ 2°), bevor sie ausgewertet wurden. Wahrend- 
dem hatten sich in den wasserigen Ausziigen gréBere Mengen Nieder- 
schlag abgeschieden, die abgetrennt wurden. 


Tabelle I. 


Wirkungsvermégen wiasseriger Ausziige aus der Leber, Niere und 
der Schleimhaut des Diinndarms eines Kaninchens fiir Di- und 
Tripeptide. 


Die Auszugmenge wurde so gewahlt, daB die LG.-Spaltung iiberall ziemlich 
gleich groB ist, um den Vergleich zu erleichtern. Leberauszug angewandt 
fir LG., AG. und GG. 0,40 cem, fiir LGG., AGG. und GGG. 0,20 cem. 
Nierenauszug angewandt fiir LG., AG. und GG. 0,20 cem, fiir die Tripeptide 
die Hilfte. Schleimhautauszug angewandt fiir Dipeptide 0,25 cem, fiu 
Tripeptide die Halfte. Serum angewandt fiir Tripeptide 2 cem. Volumen des 
Versuchs 5cem. Dauer 1 Stunde, t = 40°. py = 8. Probe 2 ccm. 





Spaltung (ccm n/20 K O H) 








Priiparate ae ae ery ROE ¢ 
LG. AG. GG. LGG. AGG. | GGG 

ey 
Wasseriger Leberauszug ....... f 1,21 0,42 0,08 Ti6 tf tar | 0,91 
Wasseriger Nierenauszug....... 1,23 0,52 | 0,26 1,18 | 1,34 0,84 
Wasseriger Schleimhautauszug . . 116 | 0,386 | 0,14 1,24 148 1.04 


NG Se os his a beats ans, och 1,33 1,81 1,36 
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Tabelle LI. 
Wirkungsvermoégen von Glycerinausziigen aus der Leber, Niere 
und der Schleimhaut des Diinndarms eines Kaninchens. 
Die Ausziige entstammten dem gleichen Material wie die wasserigen. An- 
gewandt vom Leberauszug fiir LG., GG., LGG., AGG. und GGG. 0,25 cem, 
fur AG. 0,10 cem; vom Nierenauszug fiir alle Peptide mit Ausnahme von 
AG. 0,04 ccm, fiir AG. 0,01 cem; vom Schleimhautauszug fiir alle Peptide 
(mit Ausnahme von AG.) 0,08 cem, fiir AG. 0,02 cem. Versuchsbedingungen 
wie in Tabelle I. 





Spaltung (ccm n/20 K OH) 


LG, AG. GG. LGG. AGG. GGG. 





Priiparate 


Leber-Glycerinauszug .......... 1,20 136 0,81 1,62 | 1,23 | 0,51 
Nieren-Glycerinauszug ......... 1,21] | 1,50 | 1,00 0,90 | 1,12 | 0,81 
Schleimhaut-Glycerinauszug ... . 1,23 1,05 0,59 142 1,78 0,94 


Tabelle IIT. 
Wirkungsvermégen eines Glycerinauszugs aus Mausecarcinom 
fiir einige Di- und Tripeptide. 
Im 5 cem-Versuch wurden bei LG. und GG. 0,50 eem, bei AG. 0,10 cem, bei 
LGG., AGG. und GGG. 0,25cem Auszug angewandt. Versuchsdauer 
1 Stunde; ¢ = 40°. pH = 8. Probe 2 ccm. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


LG. | AG. GG. LGG. AGG. GGG. 


0,93 0,92 0,78 1,10 1,23 | 0,96 


Das Ergebnis: Die Glycerinausziige sind viel wirksamer als die 
wasserigen; am wirksamsten erweist sich der Nieren-Auszug, nach ihm 
der Diinndarmschleimhaut-Auszug, in Abstand davon der Leber-Auszug, 
dann der Carcinom-Auszug und schlieBlich das Blutserum. Es gelingt 
auch mit diesem noch mit ertraglichen, die Titration nicht stérenden 
Mengen nach einstiindiger Spaltungsdauer recht groBe tripeptidatische 
Werte zu messen. Beim Kaninchen scheint die Niere und nicht die Diinn- 
darmschleimhaut die ergiebigste Quelle fiir die Gewinnung gut wirk- 
samer Peptidasenpraparate zu sein. Der grofe Peptidasengehalt der 
Niere deutet auf wichtige Funktionen dieser Enzyme im physiologischen 
Geschehen dieses Organs hin. 

Von besonderer Bedeutning fiir unsere Ansicht, dafi die ,,Dipepti- 
dase‘ jeglicher Herkunft ein wechselnd zusammengesetztes Gemisch 
substratspezifischer Peptidasen ist, erweisen sich die aufgefundenen 
grofen Unterschiede im Verhaltnis der LG.- zur AG.- und GG.-Spaltung 
der wasserigen und Glycerinausziige'. Wahrend diese AG. zwei- bis 
fiinfmal rascher als LG. spalten, zerlegen jene LG. ungefahr dreimal 
schneller als AG. Ahnlich sind die Verhaltnisse bei der GG.-Spaltung. 


1 Vgl. dazu K. Linderstrom-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 151, 
1929; 184, 83, 1929. 
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Die Glycerinausziige besitzen fiir GG. ein gutes Wirkungsvermégen 
die wiasserigen dagegen kaum ein solches. Wir schlieBen daraus, da{ 
die wisserigen Ausziige neben viel LG.- nur wenig AG.- und kaum GG.. 
Dipeptidase enthalten, wahrend demgegenitiber der Gehalt an AG.-Di- 
peptidase in den Glycerinausziigen auBerordentlich gro ist, viel gréBer als 
der an LG.- und scheinbar auch an GG.-Dipeptidase. Da die Ausziige, dic 
wisserigen wie die glycerinhaltigen, aus dem gleichen Material gewonnen 
wurden, ist anzunehmen, dai die im Wasserauszug fehlenden Dipeptidasen 
bei der Extraktion nicht mit in Lésung gegangen sind oder (was wahr- 
scheinlicher ist) in der Lésung innerhalb kurzer Zeit zerst6ért wurden. 
Unsere Erfahrung geht dahin, daB die AG.- und GG.-Dipeptidase — bak- 
terieller wie tierischer Herkunft — viel labiler sind als die LG.-Dipepti- 
dase ; resistenter als diese drei sind die Trager des LGG.-, AGG.- und 
GGG.-Spaltungsvermégens. Die gréBere Empfindlichkeit der .,Dipepti- 
dase“ gegeniiber der ,,Aminopolypeptidase’ ist eine schon lange be- 
kannte Tatsache. 

Das , natiirliche‘* Wirkungsvermégen der Carcinomausziige fiir die 
gepriiften Substrate ist ganz beachtlich: Aber es ist doch geringer als 
das der Organausziige, worauf wir schon vor langerer Zeit hingewiesen 
haben!. Im Vergleich zu diesen zeigt der Carcinomauszug auch keine 
auffallenden qualitativen Unterschiede in der Zusammensetzung seines 
Peptidasensystems gegentiber den angewandten Di- und Tripeptiden. 
Auch der Carcinomauszug spaltet AG. viel rascher als LG.: in dem an- 
gefiihrten Beispiel fiinfmal schneller. Das Wirkungsvermégen fiir GG. 
ist ebenfalls ein gutes und in Gegenwart von Kobalt sogar rund zweima!| 
gréBer als das fiir LG. in Anwesenheit von Mangan. 


II. Die Aktivierung der Kaninchen-Peptidasen 
und der Mausecarcinom-Peptidasen. 

Die peptidatische Wirksamkeit der wasserigen und Glycerin- 
ausziige aus der Leber, Niere und Diinndarmschleimhaut des Kaninchens 
und aus Mausecarcinom wird, wie bei dem Blutserum gezeigt, durch 
bestimmte Metallionen mehr oder minder stark erhéht. Diese Wirksamkeits- 
steigerung ist aber — mit einer Ausnahme — nicht so groB, wie wir sie 
bei den Dipeptidasen des Serums beobachtet haben. Auch bei den 
intracellular und extracellular tatigen Peptidasen des Kaninchens 
sowie bei den Carcinom-Peptidasen sind es die drei Metalle Magnesium, 
Mangan und Kobalt, welche vor allem die Wirksamkeitssteigerung 
gegeniiber den angewandten Substraten? bedingen. Manchmal akti- 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 161, 1933; 218, 142, 1933. —- * Gegen- 
iiber Glycyl-leucin und Glycyl-alanin kann die an sich schon groBe 
,natiirliche‘* Wirksamkeit durch sehr geringe Mengen Zink noch merk- 
lich gesteigert werden, wiahrend Mn und Co (Beschleuniger der Glycy!- 
glycin-Spaltung!) ziemlich stark hemmen. 
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vieren sie alle drei gegeniiber einem Substrat, wenn auch in 
sehr verschiedenem Grade, manchmal aktiviert aber nur eines davon, 
wihrend die beiden anderen kaum oder nicht férdern ja sogar mehr 
oder minder hemmen. Welches von den drei genannten Metallen jeweils 
am besten wirkt (vgl. Tabelle [V), hangt, worauf wir schon hingewiesen 
haben, scheinbar vom Substrat ab, in Wirklichkeit aber von der auf 
dieses Substrat spezifisch eingestellten Peptidase. 


Tabelle IV. 


EinfluB von Magnesium, Mangan und Kobalt auf die pepti- 
datische Wirksamkeit wasseriger Ausziige aus Kaninchenleber, 
-niere und -diinndarmschleimhaut sowie des Blutserums. 
Die Ausziige sind die gleichen wie in Tabelle 1. Vom Leberauszug wurden 
angewandt: fiir LG. und AGG. 0,10 cem, fiir AG. und GG. 0,40 cem, fiir 
LGG. 0,05 cem, fiir GGG. 0,20 cem; vom Nierenauszug fiir LG. 0,05 cem, 
fur AG. und GG. 0,20 cem, fiir LGG. 0,025 cem, fiir AGG. 0,05 cem, fiir 
GGG. 0,075 cem; vom Schleimhautauszug fiir LG. 0,075 cem, fiir AG. und 
GG. 0,30 cem, fur LGG. 0,038, fiir AGG. und GGG. 0,10 cem. Vom Serum 
kamen 0,10 cem bei allen Versuchen zur Anwendung. Versuchsbedingungen 
wie in Tabelle I, nur betrug bei den Serumversuchen die Versuchsdauer 
20 Stunden. Konzentration der Metalle im Versuch: Mg m/100, Mn und Co 
m/1000. Die Metallsalzlésungen wurden kurz vor dem Substrat hinzugesetzt. 





Spaltung (ccm n,20 K OH) 


Praparate Zusatz 1 4 
LG. AG. GG. LGG. AGG. GG&, 
| 0,19 0,44 0,06 0,62 0,60 0,76 
= ae Mg 0,54 0,77 0,07 0,98 0,74 0,70 
Leberauszug | Mn 1,12 0,59 | 0,08 | 117 0,71 0,74 
Co 0,24 0,54 0,08 0,63 0,66 0,87 
— 0,27 0,74 0,20 0,50 0,67 0,82 
a Mg 0.76 0,99 0,27 0,88 0,78 0,83 
gNierensuszug .. Mn 121 | 0,83 | 0,23 | 1,06 0,79 | 0,77 
Co 0,34 1,01 0,51 0,66 0,76 0,82 
0,22 0,48 0,19 0.46 1,05 0.79 
4 Schleimhaut | Mg 0,63 0,81 0,22 0,78 1,21 0,82 
auszug ...... Mn 1,05 0,61 0,23 0,83 110 0,84 
| Co 0,27 0,63 0,61 0,48 1,28 O92 
| 0,14 0,18 0,08 1,03 1,31 1,09 
Mg 0,40 0,24 0,10 1,08 137 1,14 
«alla | Mn 119 039 021 096 1,28 1.00 
Co 1,49 1,37 0,93 1,47 1,68 1,94 


Im einzelnen la4Bt sich tiber die Ergebnisse der Wirksamkeits- 
steigerung der Kaninchen- und Mausecarcinom-Peptidasen durch 
Metallionen folgendes sagen: Das LG.- und LGG.-Wirkungsvermégen 
wird durch Mangan etwas besser als durch Magnesium geférdert, Kobalt 
wirkt kaum férdernd, verschiedentlich sogar hemmend. Die Aktivierung 
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Tabelle V. 

Der Einflu8B von Magnesium, Mangan und Kobalt auf die pepti. 
datische Wirksamkeit von Glycerinausziigen aus der Leber, 
Niere und Diinndarmschleimhaut eines Kaninchens. 
Angewandte Menge vom Leberauszug fiir LG. und LGG. 0,08 cem, fiir AG 
0,04 cem, fiir GG. 0,125 cem, fiir AGG, 0,01 cem, fiir GGG. 0,25 cem: vom 
Nierenauszug fiir LG. und LGG. 0,0125 cem, fiir AG. 0,005 cem, fiir GG. 
0,0175 cem, fiir AGG. 0,02 cem, fiir GGG. 0,025 cem; vom Schleimhaut- 
auszug fiir LG. und LGG,. 0,04 cem, fiir AG. 0,01 cem, fiir GG. 0,06 cem. 
fir AGG. 0,015 cem, fiir GGG. 0,06 cem. Sonstige Bedingungen wie in 
Tabelle III. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Priiparate Zusatz : a ee eee 
LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG 


. 0,27 0,48 0,43 0,43 0,54 0,60 
is Mg 0,79 0,96 0,8 0,88 0.73 | ‘0,85 
Leberauszug . .. | Mn 1,19 0,39 1,14 | 0,97 | 0,92 0,86 
Co 0.24 O10 1,71 049 082 0,94 

Ve 0,27 052 0,50 0,29 0,58 0.56 

otk Mg 0,69 | 1,32 0,62 0,77 | 0,66 0.80 
Nierenauszug .. | Mn . 1,07 0,73 | 110 | 114 | 0,80 0,78 
Co 0.25 034 | 1,79 0,34 | 0,90 0.99 

(| 2 0,63 | 0,40 | 0,51 | 0,54 | 0,61 | 0,95 

Schleimhaut- Mg 1,19 0.72 0,60 0,82 0,70 1,08 
auszug .... | Mn 1,41 0,23 1,54 0,88 0,68 1,04 
Co 047 0,09 1,94 0,50 0,77. 1.39 


Tabelle VI. 
Die Aktivierung von Carcinom-Peptidasen durch Metalle. 


In den 5 cem-Ansaétzen wurden bei LG. 0,25 ccm, bei AG. 0,075 cem, bei 
GG. 0,15 cem, bei LGG., AGG. und GGG. 0,20 cem Glycerinauszug an- 
gewandt. Versuchsdauer 1 Stunde; t = 40°. pu = 8. Probe 2 ccm. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 








Zusatz m/Konz. ni sia esi as nate 
LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG 
0,49 0,91 0,23 0,90 0,93 | 0,72 
Mg 100 0,94 1,27 0,46 ii2 0,92 0,70 
Mn 1000 1,10 0.49 0,80 1,37 1,29 0,63 
Co 1000 0,47 0,18 1,27 0,79 1,25 1,08 


der LGG.-Spaltung ist in der Regel geringer als die der LG.-Spaltung 
Die Wirksamkeit der AG.-Peptidase wird durch Magnesium deutlich 
gesteigert, durch Mangan und Kobalt oft ziemlich gehemmt. Noch 
unklar in ihrer Bedeutung sind die Unterschiede im Verhalten der in 
den wasserigen und Glycerinausziigen vorliegenden AG.-spaltenden 
Peptidase gegen Mangan und Kobalt. Wie bisher alle Peptidasenprapa- 
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rate mit Ausnahme der von pathogenen Anaerobier stammenden 
sofern sie GG. tiberhaupt merklich zu spalten vermégen, so werden 
auch die hier angefiihrten gegeniiber GG. durch Kobalt am starksten 
aktiviert. Z. B. ist die GG.-Spaltung des Carcinomauszuges in Gegenwart 
von Kobalt ungefahr fiinfmal gr6éBer als ohne dieses Metall. Gegeniiber 
der LG.-Spaltung durch Carcinomauszug nach Aktivierung mit Mangan 
ist die GG.-Spaltung nach Aktivierung mit Kobalt ungefahr doppelt 
so groB. Dieses Verhaltnis der LG.- zur GG.-Spaltung haben wir schon 
bei Peptidasenpraparaten von bestimmten Anaerobiern festgestellt. Auch 
die Hydrolyse von AGG. und GGG. wird durch Metall geférdert, aber 
nur in geringem Umfange. Fiir die Serum-Peptidasen des Kaninchens 
ist gegeniiber allen gepriiften Substraten Kobalt das optimal wirksame 
Metall, wie wir schon friiher gezeigt haben. 

Wie Tabelle VIL belegt, sind mit Ausnahme des Calciums und 
Eisens bei der LGG.-Spaltung die anderen gepriiften Metalle ohne 
fordernden EinfluB, sie hemmen im Gegenteil die LG.-Spaltung stark, 
wahrend sie die LGG.-Spaltung kaum oder nicht beeinflussen. 


Tabelle VII. 

Einflu®B weiterer Metalle auf die peptidatische Wirksamkeit 
eines wasserigen Kaninchenleber-Auszuges. 
Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. Es wurden 0,10 cem Auszug 
im 5 cem-Versuch angewandt. 





Spaltung (ecm n/20 K OH) 


Zusatz m/Konzentration 

LG. LGG. 

-- 0,51 0.50 

Ca 100 0,26 0,77 
Fe 1 000 0,10 0,69 
Ni 1 000 0,08 0,54 
Zn 1 000 0,14 0,56 
Zn 10 000 0,45 0,57 
Cu 1 000 0,02 0,36 
Cu 10 000 0,40 0,47 


IfI. Die reversible Hemmung der ,,natiirlichen* Wirksamkeit 
der Kaninchen-Peptidasen durch Komplexbildner. 
Die _,,natiirliche’’ Wirksamkeit der Kaninchen-Peptidasen wird, 
ebenso wie die der Serum- und Bakterien-Peptidasen, durch Blausaure, 
Cystein und Pyrophosphat gehemmt!. Die Hemmung ist reversibel, und 


1 Vel. dazu W.Grafmann u. F. Schneider, Ergebn. d. Enzymforsch. 
5, 102, 1936. 
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zwar da, wo Mangan zu aktivieren vermag, schon durch Zusatz dieses 
Metalls. In Tabelle VIII bringen wir einige Beispiele. 


Tabelle VIII. 


Reversible Hemmung der Organ-LG.-dipeptidase 
durch Komplexbildner. 


Enzympraparat: Leber-, Nieren- und Schleimhaut-Glycerinauszug; davon 

im 5cem-Versuch 0,25, 0,02 bzw. 0,04 cem angewandt. Die Lésungen der 

Komplexbildner (px = 8) wurden kurz vor dem Substrat hinzugesetzt. 
Versuchsdauer 1 Stunde; t = 40°. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 





Priiparat | Zusatz m/Konzentration LG 

1,35 

HCN 10 0,00 

m 25 0,37 

és 50 0,73 

és 100 0,81 

HCN + Mn 25 + 1000 1,81 

Leberauszug ..... Cystein 25 0,06 
a 50 0,28 

he 100 0,54 

Cystein +°Mn 50 +- 1000 1,88 

Pyrophosphat 25 0,94 

fee 50 0,61 

ee 100 0,39 

— 0,60 

HCN 25 0,09 

" Cystein 50 0,10 
Nierenauszug .... “Mn 1000 1,45 
HCN + Mn 25 + 1000 0,97 

SH + Mn 50 + 1000 0,99 

0,58 

HCN 25 0,22 
Wd oe cr o% 

Schleim hautauszug . ag “an a 
HCN + Mn 25 + 1000 0,53 

SH + Mn 50 + 1000 0,65 


Zur merklichen Hemmung der peptidatischen Wirksamkeit der 
Ausziige bedarf es verhaltnismaBig viel dieser als Komplexbildne 
bekannten Substanzen. Am starksten hemmt Cystein. Sehr bemerkens- 
wert (und scheinbar widerspruchsvoll) ist bei dem angefiihrten Bei- 
spiel das Verhalten des LG.-spaltenden Enzyms in Anwesenheit von 
Pyrophosphat: die Spaltung wird durch gréfere Pyrophosphat-Konzen- 
trationen weniger gehemmt als durch geringere. Dies mag daher 
riihren, daB8 zwei Wirkungen miteinander konkurrieren, eine férdernde 
(Salzwirkung) mit der hemmenden des Pyrophosphats. Daf} grojie 
Mengen dieser Substanz sogar merklich zu aktivieren vermégen, haben 
wir bei den Serumpeptidasen gezeigt. 
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IV. Zusammenstellung 
der fiir Peptidasen-Priparate verschiedenster Herkunft bisher von uns 
festgestellten optimal wirksamen Metalle. 


Tabelle IX. 





Herkunft der Peptidasen LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG. 


Peptidasen anaerober 
Bakterien (Anaero- 


Peptidasen)* ...... Fe-SH  Mn-SH Fe-SH Fe-SH Fe-SH Fe-SH 
Peptidasen aerober 

Bakterien ** ....... Mg/Mn *** Co Co Mg/Mn' Co**** = Co 
Serum-Peptidasen 

(Schaf, Kaninchen, Co Co Co Co Co Co 

Meerschweinchen) Mn Mg Co Mn Co Co 
Kaninchen-Peptidasen 

BE alee dh ches 4 Mn Mg oO Mn = Mn/Co Co 

ae Mn Mg Co Mn Mn/Co_ Co 

Diinndarmschleim - 

Seeger er Mn Mg Co Mn Mn/Co Co 

Mause-Carcinom ...... Mn Mg Co Mn Mn/Co Co 


* Gasbranderreger (Welch-Fraenkelscher Gasbazillus, 1B. histolyticus, Pararauschbrand- 
bazillus, B. oedematiens), die tierpathogenen Verwandten des Gasbazillus wie B. agni, B. paludis, 
B. ovitoxicus; Rauschbrandbazillus; B. botulinus Typ A, B,C und D; Wundstarrkrampfbazillus 
{B. tetani). — ** B. pyocyaneus: B. prodigiosus; B. fluorescens liquefaciens. — *** D. h. Magnesium 
und Mangan gleichen sich im Aktivierungsvermégen, oder dieses ist nur wenig voneinander ver- 
schieden: einmal wirkt dieses, einmal jenes etwas besser; dies kann von Stamm zu Stamm, aber 
auch innerhalb eines Stammes bei Kulturen verschiedenen Alters der Fall sein. — **** Da, wo 
Kobalt aktiviert, ist es noch nicht sicher, ob es sich dabei allein um die Férderung der Tripeptid- 
Spaltung handelt, oder ob die Erhéhung von der Beteiligung der GG.-spaltenden Dipeptidase 
herriihrt. 














Uber die Reservekohlenhydrate der PrefShefe. 
Das Verhalten der Trehalose beim Wachstum 
und bei der Wiirmeschidigung der Hefe. 

Von 
Knut M. Brandt. 

(Ausdem Wenner-Grens-Institut fiir experimentelle Biologie der Universitat 
Stockholm.) 

(Eingegangen am 5. Juli 1941.) 

Mit 5 Abbildungen im Text. 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die Speicherung der 
Glucose in Form von héheren Kohlenhydraten und den Abbau der 
letzteren in der lebenden Hefezelle, wobei in erster Linie der Umsatz 
des Glykogens studiert wurde (Brandt 1941), erhob sich die Frage, 
unter welchen Verhaltnissen die Trehalose in der Hefe umgesetzt wird. 

Das Vorkommen der Trehalose ist bis jetzt hauptsachlich nur bei 
Pilzen, gewissen marinen Algen, in Trehalamanna (wird von dem 
Insekt Larinus maculatus ausgesondert) sowie in siurefesten Bacterien, 
z. B. Tuberkulosebazillen und Bacillus leprae, bekannt. Bei den letzteren 
kommt die Trehalose im acetonléslichen Neutralfett vor, in welchem 
der Zucker das Glycerin ersetzt und mit Fettsauren verestert ist 
(Andersson und Mitarbeiter 1933 und 1937). 

In der PreBhefe kommen grofe Mengen Trehalose vor (siehe u. a. 
Koch und Koch 1925, Tanret 1931, Kluyver und Roosmalen 1932, 
Steiner und Cori 1935, ferner Myrbdck 1936). In der schwedischen 
PreBhefe findet man bis 10% des Trockengewichts der Hefe Trehalose. 
‘In der Brauereihefe dagegen sind nur Spuren dieses Zuckers in der 
Form des Monophosphatesters nachgewiesen worden (Robison und 
Morgan 1928), und zwar als Produkt bei der Garung von Fructose 
mit getrockneter ,,English brewery top yeast’: (Vetbel 1931). 

Glykogen und Trehalose diirften als die hauptsachlichsten Reserve- 
kohlenhydrate der Hefe betrachtet werden. Uber das Verhalten der 
Trehalose bei dem Stoffwechsel der Hefe ist nur wenig bekannt. Obwoh! 
in der PreBhefe groBe Mengen Trehalose vorkommen, wird dieser 
Zucker zum Unterschied vom Glykogen nur sehr langsam abgebaut. 
wie z. B. bei Lagerung der Hefe wahrend einer langeren Zeit. Trocknet 
man die Zellen an der Luft, verschwindet dagegen die Trehalose schneller. 

Der enzymatische Abbau der Trehalose wurde naher u.a. von 
Myrbick und Ortenblad (1936, 1937a und 1937b) studiert. Diese 
Forscher haben gezeigt, daB sowohl Ober- als Unterhefe das fiir dic 
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Trehalosegarung notwendige Enzymsystem  besitzen. Trockenhefe 
sowie Lebedew-Saft mit Apozymase und Cozymase vermégen zugesetzte 
Trehalose zu vergiren. Zur Erklirung des Umstandes daB in der 
lebenden Zelle Trehalose und ihr Enzym (Trehalase) nebeneinander be- 
stehen kénnen, ohne daB Spaltung bzw. Garung eintritt, haben M yrbdck 
und Ortenblad angenommen, da8B Enzym und Substrat in der Zelle 
riumlich getrennt sind. Da z. B. Trockenhefen, zum Unterschied von 
der intakten Hefe, Trehalose schneller vergiren kénnen, sowie da 
unter Einwirkung gewisser Zellgifte (u. a. Athylacetat und Toluol) die 
zelleigene Trehalose rascher abgebaut wird, haben sie derart erklart, 
daB das Zymasesystem wahrscheinlich leichter als die im Autolysat 


| betrachtlich stabilere Trehalase geschadigt werden kann (1937a). 


Es sei in diesem Zusammenhang erwahnt, daB Runnstrém (per- 
g I 


'sénliche Mitteilung) eine Zunahme der Eigenatmung der Pre&hefe 


nach Vorbehandlung einer Suspension der Zellen bei etwa 50°C beob- 
achtete. Weiter unten angefiihrte Versuche sprechen dafiir, daB es 


| sich hierbei um den Abbau der gespeicherten Trehalose handelt. 


Myrbick und Ortenblad (1937b) haben gezeigt, daB bei der Ver- 
girung von zu trockener Unterhefe zugesetzter Trehalose Hexose- 
diphosphat gebildet wird, und zwar aus der bei der Spaltung von Tre- 
halose erhaltenen Glucose. In der vorliegenden Arbeit werden die von 
Trehalose abstammenden Phosphatester nicht behandelt. 

Von allgemeinen Gesichtspunkten aus deutet der sehr geringe 
Umsatz der Trehalose in den intakten Zellen der PreBhefe darauf hin, 
daB der Zucker als Reservekohlenhydrat vorliegt, dessen Abbau in 
der Hauptsache mit anderen Prozessen als den bei der Eigenatmung 
und Eigengarung der ,,ruhenden*: Hefe stattfindenden verbunden ist. 
Es liegt nahe anzunehmen, da der Abbau der Trehalose mit dem fiir 
die wachsende Hefe charakteristischen Stoffwechsel verkniipft ist. Zum 
Unterschied von der Trehalose scheint bei der Eigengarung und Eigen- 
atmung in erster Linie das Glykogen abgebaut zu werden. Uber die 
Speicherung des Glykogens wurde durch Jodfarbung der Zellen folgendes 
festgestellt (Brandt 1941): In wachsender Hefe, die auBer Glucose 
assimilierbaren Stickstoff, z. B. Ammoniumchlorid oder Asparagin, zu 
ihrer Verfiigung hat, ist die Glykogenablagerung bedeutend geringer 
als in nicht wachsender Hefe, selbst wenn Glucose in maiBigem Uber- 
schuB vorhanden ist. Wie unten gezeigt wird, verhalt sich auch die 
Trehalose in entsprechender Weise. Ferner wurde eine stark herab- 
gesetzte oder sogar ausbleibende Glykogenbildung in den Knospen 


einer mit Glucose versetzten wachsenden Hefe beobachtet, wahrend 


die Mutterzelle dagegen groBe Mengen Glykogen enthalt. In schwachen 
NaF-Lésungen trifft die Hemmung des Glykogenaufbaus (vgl. auch 
Wertheimer 1934) zunachst die kleineren, nicht voll ausgewachsenen 
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Zellen. Diese Verhaltnisse diirften wohl dafiir sprechen, daB beim 
Wachstum der Zelle der Kohlenhydratstoffwechsel in eine ganz spezic|le 
Richtung gelenkt wird. 

Weiter unten beschriebene Versuche sollen den Umsatz der Treha- 
lose bei dem Wachstum und der Warmebehandlung der Hefe be. 
leuchten. 


Material und Methodik. 


Als Material wurde Saccharomyces cerevisiae verwendet.  Teils 
handelte es sich um fertige PreBhefe (von Svenska Jastfabriks A.-G. 
Rotebro), teils um verschiedene bei der Ziichtung erhaltene ,,Genera. 
tionen’: (Stellhefen). 

Die PreBhefe (D 5-Hefe) ist eine unter Liiftung und unter Anwendung 
des Zulaufverfahrens geziichtete Hefe. Sie ist praktisch frei von anderen 
Organismen. Ihr Trockengewicht betrigt 25—28%, ihr EiweiBgehalt 
46—48°, des Trockengewichts. Sie ist als reif (schluBgewachsen) zu be- 


trachten, enthailt nur sehr wenige Zellen mit Knospen. Am Ende der Her. } 


stellung findet man in der Nahrlésung Kohlenhydrate in Form von Melasse 


in geringem UberschuB im Verhaltnis zur Stickstoffmenge. Bei der Ziichtung Trek 
oF tre 


dieser stark geliifteten Generation wird kein Alkohol erhalten. Diese Hefe 
weist eine geringe aerobe Garung auf. 
D 4-Hefe wird die vorhergehende Stellhefe-Generation bezeichnet 


Thr EiweiBgehalt betragt rund 50% des Trockengewichts. Sie befindet | 


sich in einer nicht véllig abgeschlossenen Knospung, ist stark geliiftet und 
ergibt bei der Herstellung keinen Alkohol. 

D 3-Hefe ist eine unreife Hefe, die einen EiweiBgehalt von rund 60° 
des Trockengewichts aufweist. Sie ist ziemlich schwach geliiftet und ergibt 
bei der Ziichtung betrachtliche Mengen von Alkohol. 

D 2-Hefe wird eine noch friihere Generation mit einem EiweiBgehalt 
von fast 60% des Trockengewichts bezeichnet. Diese unreife Hefe zeigt 
eine sehr intensive Knospung. Sie ist relativ schwach geliiftet und stark 
alkoholbildend. Bei der Herstellung erhalt diese Hefe relativ mehr Zucker 
als Stickstoffnahrung zugesetzt. 

In den verschieden behandelten Hefen wurde die Trehalosemeng: 
mittels der Methode von Myrbdck festgestellt (siehe Myrbdck 193: 
und Myrbick und Ortenblad 1936). Eine indirekte Bestimmung, z. 5 
Messung des Reduktionsvermégens einer Lésung vor und nach Hydrolys 
eines in geeigneter Weise hergestellten Extrakts, wurde vermieden, di 
die Hefe groBe Mengen bis auf weiteres analytisch nicht geniigend be 
kannter Kohlenhydrate enthalt. AuSer Trehalose und anderen nieder. 
molekularen Kohlenhydraten und deren Phosphorsaureestern komme! 
auch hochpolymere, zum Teil sogar in Alkohol kolloidal lésliche Polyose: 
und eventuell Spaltungsprodukte derselben vor wie z. B. Glykogen 


Zechmeister und Toth (1934 und 1936) haben aus der unbehandelter)) 


Hefe ein mit Alkali extrahierbares Glucan isoliert, das nach Entfernun; 
der Lipoide offenbar ohne Zerstérung nicht mehr extrahierbar is!) 
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Dieses ist mittels einer gew6hnlicherweise nicht vorkommenden 1, 3-Ver- 
kettung von d-Glucoseresten aufgebaut (siehe Freudenberg und Planken- 
horn 1938). Sevag, Cattaneo und Maiweg 1935 haben eine wasser- 
lisliche Polyose nachgewiesen, die eine serologisch nachweisbare Gleich- 
heit mit den Kapselpolysacchariden des Pnewmococcus Typ IL zeigte. 
Weiter haben Haworth, Hirst und Isherwood 1937 aus dem sogenannten 
Hefegummi ein ,,Hefemannan* isoliert. Diese alkaliresistente, mit Cu 
fillbare Substanz besteht aus einer langeren Kette von d-Mannose- 
molekiilen in 1, 6-Verkettung. Sie enthalt ferner eine Mannopyranose, 
glykosidisch an C, gebunden in jeder zweiten Mannoseeinheit der Kette. 
Kinige Fragen beziiglich dieser Kohlenhydrate sind etwas eingehender 
bei Brandt 1941 referiert und diskutiert. 

Um bei der Analyse der verschiedenen Hefen méglichst proportionale 
Werte fiir die Menge der Trehalose zu erhalten, ist es notwendig, die prak- 
tische Ausbeute an Trehalose unter Beriicksichtigung der in der Mutterlauge 
vorkommenden Menge zu korrigieren. Unter den vorliegenden Voraus- 
setzungen enthalt die Mutterlauge (25cem Wasser + 200 cem 95°%iger 
Alkohol, Kristallisationszeit nach Impfung 14 Tage bei + 5° C) rund 0,64 g 
Trehalose (berechnet mit 2 mol. Kristallwasser). Dieser Wert entspricht 
dem Verlust an Trehalose beim Aufarbeiten von 250g Frischhefe. Die 
weiter unten angefiihrten Mengen an Trehalose bzw. die Werte der Ausbeute 
sind demgemaéB berichtigt. Zur Identifizierung des Zuckers wurden der 
Schmelzpunkt und der spez. Drehungswinkel (ec durchgehend = 2g pro 
100 cem Lésung) benutzt. Schmelzpunkt des Hydrats wird bei 96° an- 
gegeben. Nach Hudson 1916 ist [~], = + 197° fiir die wasserfreie Sub- 
stanz und somit + 178° fiir das Hydrat!. 

Um die Bedeutung des Wachstums fiir den Umsatz der Trehalose 
beurteilen zu kénnen, wurde die Menge Trehalose, teils in verschiedenen 
stark wachsenden Hefen, teils in Hefen, welche in Nahrlésungen mit 
oder ohne Gegenwart von assimilierbarem Stickstoff bebriitet worden 
sind, bestimmt. SchlieBlich wurde die Einwirkung von Warme teils 
auf den Abbau der Trehalose der frischen Hefe bei aerober Inkubation 
und andernteils auf die Eigenatmung und Eigengérung der verschiedenen 
Hefen untersucht. 

In Versuchen, in welchen nicht wachsende und wachsendé Hefe 
miteinander verglichen wurden, wurde die Trehalose am Ende des Ver- 
suchs in gleichen Gewichtsmengen zentrifugierter Frischhefe bestimmt. 
Wahrend der relativ kurzen Zeit des Versuchs wurde kein betrachtlicher 
Unterschied zwischen den auf die Gesamtmenge der Hefe am Schlu8 
des Versuchs bezogenen Trehalosemengen beobachtet. Unter den 
gegebenen Voraussetzungen wird namlich in Gegenwart von assimilier- 
barem Stickstoff nur eine geringe Gewichtszunahme der Hefe erhalten. 


! Diesbeziiglich siehe auch Koch und Koch, Robison und Morgan sowie 
M yrbdck 


Biochemische Zeitschrift Band 309. 13 
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Diese wird teilweise dadurch kompensiert, daB bei Ausbleiben des 
Wachstums eine Gewichtszunahme durch Ablagerung von Glykogen 
bzw. Trehalose stattfindet (s. unten). Die Gewichtsunterschiede zwischen 
den mit und ohne Gegenwart von Stickstoff bebriiteten Hefen werden 
dadurch erheblich vermindert: die wachsende Hefe wog am Ende des 
Versuchs nur um rund 10—15°%% mehr als die nicht wachsende. 


Versuche. 


A. Gehalt an Trehalose in verschiedenen bei der Ziichtung 
erhaltenen Hefegenerationen. 





Gewichtsmenge 


gz Trehalose li. 


zentrifugierter (enthaltend 2H,0, | “/a Trehalose st 
Hefe Frischhefe korr. fiir die in der | : “ r at F. [a];> 
(Trockengewieht | Mutterlauge enthaltene | © ‘ihe oe / 
rund 25°,) | Menge Trehalose) | gewicht) 
D 2-Hefe | 500 g 0 (< 1,28) < 0,26 — _ 
D 3-Hefe | 250 ¢ 0 (< 0,54) < 0,25 
D 4-Hefe 250 g 2,21 0,89 94,5—959 = 178,89 
D 5-Hefe 500 g 7,86 1,57 | 95-95,5° | 180,4° 
D 5-Hefe 250 g 4,50 1,80 | 95,5969 | 179,80 


B. Abbau der Trehalose beim Wachstum der Hefe. 
1. Ausgangsmaterial: relativ trehalosearme Hefe (D 4-Hefe) 


280 g D 4-Hefe wurden in der Zentrifuge gewaschen und dann in 
130 cem destilliertem Wasser suspendiert. Zwei solche Suspensionen 
wurden hergestellt, zu der unten genannten Salzmischung A bzw. B 
zugesetzt und unter Umriihren und maBiger Liiftung (Schott u. Gen 
33 ¢ G1) bei konst. 369 bebriitet. 





Salzmischung 


R tacinat sili ~ 


A B 
J Oe ) Seer + + 
oie ED eee ee + oo 
PC OUR, 2. © ae eee eae Aree + + 
EC 6 5 Oe ee | eee + 
Aqu. dest., 4,5 Liter ........ : + 


Wegen der atzenden Wirkung der Salze wurden versilberte Riihrer 
benutzt. Inkubationszeit 190 Minuten. Zehnminiitlich wurden 2u 
beiden Suspensionen 50 cem einer Lésung, die 250 g Rohrzucker pro 
Liter enthielt, zugesetzt. 

Durch den Stoffwechsel wird der py-Wert gegen die saure Seite 
hin verschoben, und zwar besonders stark in Suspensionen, in welchen 
Wachstum stattgefunden hat (B). Wahrend des Versuchs wurde durch 
Zusatz von 2,5n NaOH die freiwerdende Saure neutralisiert. Hierbei 
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wurde das py zwischen 4,5—5,5 gehalten. In Suspension A wurde nur 
eine unbedeutende Knospenbildung beobachtet. In B dagegen waren 
bereits nach 1 Stunde und dann bis Ende des Versuchs reichlich Knospen 
vorhanden. Ausstriche von Hefeproben wurden mit Lugolscher Lésung 
gefarbt und mikroskopisch untersucht: Am Ende des Versuchs enthielt 
die Hefe aus A etwas Glykogen, das der Hefe aus B fehlte (vgl. Brandt 
1941). 

Die Lésungen wurden unmittelbar nach Ende des Versuchs in 
GefaBen mit gekiihltem Mantel zentrifugiert, in je ein GeféB gesammelt 
und einmal mit Wasser gewaschen. Die Gesamtzeit der Zentrifugierungen 
betrug 21/, Stunden. Von den gleich fest zusammenzentrifugierten 
Hefen wurden je 250 g abgewogen und unmittelbar zur Herstellung von 
Trehalose nach der Methode von Myrbdck extrahiert. 





Héfe g Trehalose °*/, Trehalose F. (x];? 
BONE ic ES 4,85 1,94 94,5 —95° 180,1° 
Pee oss... 1,36 0,54 95 — 95,5° 179,7° 


2. Ausgangsmaterial: trehalosereiche Hefe (D5-Hefe). 


Ein Versuch unter Verwendung von D 5-Hefe wurde in analoger 
Weise wie der vorstehende durchgefiihrt. Die Salzmischungen wurden 
in 3,5 Liter Wasser gelést. Inkubationszeit 330 Minuten. Alle 10 Mi- 
nuten wurden zu den zwei Suspensionen je 50 ccm einer Lésung zugesetzt, 
welche 400 g Rohrzucker in 1,7 Liter Lésung enthielt. Regelung des py 
sowie Knospung wie oben. 





Hefe (250 g) g Trehalose °), Trehalose F. [«];; 
Unbehandelt .. . 4,50 1,80 95,5 —96° 179,8° 
VO eee | 6,53 2,62 95,5—96° 179,8° 
MEE fe enp sce 2,54 1,02 95—95,5° 180,0° 


Am Ende des Versuchs wurden in B um rund 30 g Frischgewicht 
mehr Hefe als in A vorgefunden (vgl. oben). 


C. Abbau der Trehalose in PreBhefe (D 5-Hefe) nach Wdrmebehandlung. 


In je zwei Bechern wurden 250 g auf der Zentrifuge gewaschener 
PreBhefe in 150 cem 0,2 mol. Succinat-Puffers von py 5,0 suspendiert. 
Bernsteinsiure wird von der Hefe erfahrungsgemaB nicht angegriffen 
(Runnstrém und Sperber 1938). Eine der Suspensionen wurde im 
Wasserbad schnell bis nahe 50° erwarmt, worauf sie in einem zweiten 
Bad wahrend 10 Minuten bei 49,5—50,19 gehalten wurde. Die Suspen- 
sion wurde dann schnell auf Zimmertemperatur abgekiihlt. 
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Der Inhalt der Becher wurde in je 4 Liter destillierten Wassers 
gegossen und 5 Stunden bei 30° unter Umriihren und Durchliiftung 
be briitet. 

Eine mikroskopische Kontrolle (Hell- und Dunkelfeld) der Hefe 
am Anfang des Versuchs zeigte, dag} das Plasma der bei 50° erwarmten 
Hefe im Verhaltnis zu dem der unbehandelten Hefe ziemlich unver- 
andert war. Die Volutinkérnchen der ersteren lagen etwas mehr zerstreut 
als die der letzteren (siehe Brandt 1941). 

Zentrifugieren wie oben. Hier wurde die ganze Hefemenge extrahiert, 





Hefe | g Trehalose | °/, Trehalose F. [x]? 
Unbehandelt ........... 5,48 2,19 95 —95,5° 180,5° 
10 Min. bei 50° erwarmt 2,62 1,05 95 —95,5° 180,0° 


D. Eigenatmung wirmebehandelter Hefe. 


Die Einwirkung der Warmebehandlung auf die Eigenatmung wurde 
bei verschiedenen Stellhefen untersucht. Die gewaschene Hefe wurde 
in 0,2 mol. Bernsteinsiure-Puffer, py 5, suspendiert und dann ver- 
schiedene Zeiten bei 50,0° erwirmt. Die Suspensionen wurden schnell 
in Eiswasser abgekiihlt und bis unmittelbar vor dem Versuch in diesem 
aufbewahrt. Die Eigenatmung wurde manometrisch nach der Methode 
von Warburg gemessen. Jeder Ansatz enthielt 40 mg der zu unter. 
suchenden Hefe in 2,4 cem 0,08 mol. Bernsteinsaéure-Puffer. Abb. 1—5 
geben die Ergebnisse wieder. 

Die Kurven sind in allen Abbildungen in gleicher Weise numeriert. 


1 und 2 bezeichnet: O,-Verbrauch bzw. CO,-Bildung (gestrichelt) der Hefe, 
unbehandelt. 

3 und 4 bezeichnet: O,-Verbrauch bzw. CO,-Bildung (gestrichelt) der Hefe, 

5 Minuten bei 50° behandelt. 

5 und 6 bezeichnet: O,-Verbrauch bzw. CO,-Bildung (gestrichelt) der Hefe, 
10 Minuten bei 50° behandelt. 

7 und 8 bezeichnet: O,-Verbrauch bzw. CO,-Bildung (gestrichelt) der Hete, 
15 Minuten bei 50° behandelt. 


Abb. 1, 2 und 3 beziehen sich auf Versuche mit den bei der Hefe- 
ziuchtung zuerst verwendeten Stellhefen D1, D2 bzw. D3. D1 ist 
eine unreife Hefe mit relativ niedrigem EiweiSgehalt (etwa 50°, des 
Trockengewichts). Wie die Abbildungen zeigen, wurde durch Warme- 
behandlung dieser trehalosearmen Hefen ein prinzipiell gleichartiger 
Effekt beobachtet. Einerseits ist die Geschwindigkeit der O.-Aufnahme 
und COQ,-Bildung bzw. ihre Anderung wahrend des Versuchs ziemlich 
gleichmaBig, andererseits wird bei langere Zeit wiarmebehandelten 
Proben eine Hemmung des Umsatzes erhalten. Bei Versuchen mit den 
trehalosehaltigen D4- und D 5-Hefen wird dagegen, wie Abb. 4 und 5 
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zeigen, anfanglich eine sehr kraftige Steigerung des Umsatzes beob- 
achtet, die bei den am laingsten warmebehandelten Proben am aus- 
gepragtesten und bestandigsten ist. Am Ende des Versuchs wird die 
Kigenatmung der behandelten Hefen annahernd konstant und von 
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gleicher Gré®enordnung wie die der unbehandelten Hefe (RQ ~ 1). 
Hier soll auch erwahnt werden, daB die am langsten warmebehandelten 
Hefen (Abb. 5) anfanglich eine starke Kohlensaurebildung (Garung ?) 
zeigen. 
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Besprechung. 


Myrbick (1936) hat angenommen, daB die Bildung der Trehalose 
im Zusammenhang mit der auf Kosten der Alkoholgairung auber- 
ordentlich gesteigerten Atmung der Hefe steht, wie sie bei der Ziichtung 
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der PreBhefe herrscht. Diese Auffassung stimmt sehr gut mit den obigen 
Resultaten iiberein. In den untersuchten friitheren Stellhefen (D 2- und 
D 3-Hefen), welche ziemlich schwach geliiftet sind und Alkohol bilden, 
sind keine oder nur kleine Mengen Trehalose vorhanden. Die D 4-Hefe 
und besonders die D 5-Hefe sind dagegen stark geliiftet und bilden 
keinen Alkohol. Gerade in diesen Hefen wird Trehalose abygelagert, und 
zwar am stirksten in D 5. 

Ein Vergleich zwischen D5- und D 2-Hefen einerseits und D 5- 
und D4-Hefen andererseits zeigt, daB wahrscheinlich nicht nur die 
Liiftung, sondern auch der Grad der Reifung der Hefe eine gewisse 
Rolle fiir den Aufbau der Trehalose spielen kann. D 2- und D 5-Hefen 
sind bei der Ziichtung beziiglich Liiftung und Alkoholbildung unter- 
schiedlich. Gemeinsam ist aber, daB die beiden Hefen wahrend oder 
am Ende der Ziichtung einen Uberschu8 an zugesetztem Zucker im 
Verhaltnis zu der Stickstoffnahrung erhalten. Hier sei noch bemerkt, 
daB die schwach geliiftete D 2-Hefe trotzdem sehr unreif ist, der Zucker 
wird teils in Alkohol umgewandelt und andernteils zur EiweiBsynthese 
verbraucht, so daB keine Trehalose gebildet wird. In den stark geliif- 
teten D 5- und D 4-Hefen, die keinen Alkohol erzeugen, wird Trehalose 
vebildet, in D5 aber bedeutend mehr als in D4. Zum Unterschied 
von D4 ist D5 eine reife Hefe, die am Ende der Ziichtung im Ver- 
haltnis zur Stickstoffnahrung einen kleinen KohlenhydratiiberschuB 
erhalt. Das Vorhandensein eines Wachstums scheint somit eine Trehalose- 
ablagerung zu wnterdriicken. 

In Versuchen, in welchen Hefe in Ab- bzw. Anwesenheit von 
Stickstoffnahrung in Zucker-Nahrsalzlésungen bebriitet wurde, sieht 
man deutlich, da beim Wachstum die Trehalose schnell abgebaut 
wird. In Abwesenheit assimilierbaren Stickstoffs wird der zugesetzte 
Zucker zum Teil als Trehalose abgelagert. 

Myrbiick und Ortenblad (1937a) haben das py-Optimum der Tre- 
halase untersucht. Sie fanden, da dieses in mit Athylacetat plasmo- 
lysierter frischer PreBhefe bei py 5—6 liegt. Die Bestimmung des py 
im Inneren der Hefezelle st68t auf betrachtliche technische Schwierig- 
keiten. Deshalb konnte leider nicht ermittelt werden, ob das py des 
Zellinneren sich verindert, wenn Zellen, die Zucker veratmen und ver- 
giren, durch Zusatz von assimilierbarem Stickstoff zu einem Wachs- 
tumsstoffwechsel iibergehen. Wiirde z. B. die vermehrte Bildung von 
Ribosenucleotiden beim Wachstum (Caspersson und Brandt 1941) 
eine partielle Verschiebung der Reaktion des Plasmas nach der saueren 
Seite bewirken, so kénnte man in der wachsenden Zelle eine starkere 
Trehalasewirkung und folglich eine Erhéhung des Trehaloseumsatzes 
erwarten. Auferdem spielen sicher die bei dem Umsatz der Trehalose 
gebildeten Produkte fiir die bei dem Wachstum stattfindenden Syn- 
thesen eine wichtige Rolle. 
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Oben wurde gezeigt, daB nach Warmebehandlung der D 5-Het 
die gespeicherte Trehalose schnell abgebaut wird. Die sehr grolic 
Eigenatmung, welche man nach Warmebehandlung dieser und der 
D 4-Hefen beobachtet, ist sicherlich auf den Abbau der zelleigenen 
Trehalose zuriickzufiihren. Dies wird auch durch die geringe und 
andersartige Wirkung der Warmebehandlung auf D 2- und D 3-Hefe 
denen ja Trehalose mangelt, gestiitzt. Ferner ist die Wirkung der Warme 
auf D 4-Hefe schwacher als die auf D5, was damit tibereinstimm 
daB D5 mebr Trehalose als D4 enthalt. Es sei in diesem Zusammen 
hang erwahnt, daB Stier und Stannard 1936 gezeigt haben, daB di 
EKigenatmung der Backerhefe mit der Zeit exponentiell abnimmt und 
da die Geschwindigkeit dieser Atmung von der Konzentration des 
zelleigenen Substrats begrenzt wird. Sie vermuteten, da es sich hierbei 
um ein Kohlenhydrat handelt, wahrscheinlich um Glykogen. Der RQ. 
welcher normalerweise gleich ] ist, wird bei einem Eingriff in die proto- 
plasmatische Struktur der Zellen, z. B. Zermahlen mit Sand, Plasmolyse 
mittels Toluol oder hypertonischen Salzlésungen oder beim Zerdriicken 
in der hydraulischen Presse veraindert. Nach einer derartigen Be- 
handlung der Zellen wurde eine starke anaerobe CO,-Bildung unter 
gleichzeitiger Produktion von Alkohol erhalten. Auf Grund der vor 
liegenden Versuche ist es aber wahrscheinlich, daB das von Stier und 
Stannard erwahnte Kohlenhydrat nicht nur Glykogen, sondern vor 
allem Trehalose ist. 

Bei meinen obengenannten Versuchen mit Warmebehandlung der 
D4- und D 5-Hefen ist zu beachten, daB die kraftige Steigerung des 
Umsatzes nur zu Beginn des Versuchs in Erscheinung tritt (Abb. 4 
und 5). Die Eigenatmung scheint nach einiger Zeit gehemmt zu werden 
so daB am Ende des Versuchs die Atmung der verschieden lange Zeit 
wairmebehandelten Hefen von gleicher GréBenordnung ist, und zwar 
‘wahrscheiplich infolge der Bildung von regulierenden Stoffen. 

Zusammenfassend kénnte man sagen, daB bei Warmebehandlung 
oder andersartiger Schidigung, z.B. Trocknen der Hefezellen, dic 
Beobachtungen iiber den Abbau der Trehalose darauf deuten, da8 in 
diesem Zustand eine Verschiebung des Gleichgewichts der Enzym- 
reaktionen eintritt, und zwar zugunsten derjenigen Reaktionen, dic 
bei der Restitution eventuell geschaidigten EiweiBes bzw. bei Wachs 
tumsprozessen wirksam sind. 


Zusammenfassung. 


Als Material wurden PreShefe und die bei der Ziichtung dersel ben 
benutzten Stellhefen verwendet. Es wurde gezeigt, daB in den relatiy 
schwach geliifteten und Alkohol erzeugenden Stellhefen keine Trehalose 
nachgewiesen werden kann. Die PreBhefe und die ihr vorangehende 
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Stellhefegeneration enthalten dagegen betrachtliche Mengen an Treha- 
lose, und zwar am meisten die reife PreBhefe. Der Grad der Reifung 
der Hefe scheint eine gewisse Rolle fiir den Aufbau der Trehalose 
zu spielen. 

Bei der Bebriitung Trehalose enthaltender Hefe in Zucker-Nahrsalz- 
lésungen bei Ab- bzw. Anwesenheit von Stickstoffnahrung wird beim 
Wachstum die Trehalose schnell abgebaut. In Abwesenheit assimilier- 
baren Stickstoffs wird der zugesetzte Zucker zum Teil als Trehalose 
abgelagert. 

Nach Warmebehandlung der Hefen wahrend 5, 10 bzw. 15 Minuten 
bei 56° wurde bei den trehalosehaltigen Hefen anfangs eine starke 
Erhéhung der Eigenatmung erhalten, was auf den Abbau der zelleigenen 
Trehalose zuriickzufiihren ist. 

Es wird die Auffassung ausgesprochen, daB die Trehalose, die als 
Reservekohlenhydrat nur langsam bei der Eigenatmung umgesetzt 
wird, bei dem WachstumsprozeB oder bei der Restitution eventuell ge- 
schadigten EiweiBes als Energiequelle zu betrachten ist. 


Herrn Oberingenieur H. Brahmer sowie Herrn Ingenieur 7’. Stahle 
(Svenska Jastfabriks A.-G., Rotebro) méchte ich fiir die freundliche Uber- 
lassung und Charakterisierung der verwendeten Hefen sowie fiir Auskiinfte 
iiber die in der Fabrik gebrauchlichen Ziichtungsverfahren verbindlichst 
danken. 

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der ,,Rockefeller Foundation“ 
und des .,.Wenner-Grens Samfund” ausgefiihrt. 


Literatur. 


Andersson, R.J.. uu. M.S. Newman, J. of biol. Chem. 101, 499, 1933. — 
Andersson, R.J., R. E. Reevesu. J. A. Crowder, ebenda 121, 669, 1937. 
Brandt, K. M., Protoplasma (im Druck). — Caspersson, T., u. K. Brandt, 


ebenda 35, 507, 1941. — Freudenberg, K., u. E. Plankenhorn, Liebigs Ann. 
536, 257, 1938. one Haworth, W. N., E. B. Hirst ul. F., A. T she rwood, Ef Chem. 
Soe. London 1937, 784. — Hudson, C.S., J. Amer. Chem. Soc. 88, 1566, 


1916. — Kluyver, A. J.,u. F. van Roosmalen, diese Zeitschr. 245, 13, 1932. — 
Koch, M., u. F. C. Koch, Science N.-Y. 61, 570, 1925. Myrbick, K., 
Sv. Kem. Tidskr. (Stockholm) 48, 55, 1936. — Myrbick, K., u. B. Ortenblad, 
diese Zeitschr. 28S, 329, 1936. Dieselben, ebenda 291, 61, 1937a. 

Dieselben, ebenda 292, 230, 1937b. Robison, R., u. W. T. J. Morgan, 
Biochem. J. 22, 1277, 1928. — Runnstrém, J., u. E. Sperber, diese Zeitschr. 
298, 340, 1938. — Sevag, M.G., C. Cattaneo u. L. Maiweg, Liebigs Ann. 519, 
111, 1935. — Steiner, A., u. C. F. Cori, Science 82, 422, 1935. Stier, 
T. J. B.,u. J. N. Stannard, J. Gen. Physiol. 19, 461 u. 479, 1936. Tan- 


_ ret, G., C. r. acad. sei. 192, 1056, 1931. — Veibel, S., diese Zeitschr. 239, 350, 


1931. — Derselbe, ebenda 252, 305, 1932. Wertheimer, E., Protoplasma 
a, 522, 1934. — Zechmeister, L., uu. G. Toth, diese Zeitschr. 270, 309, 1934. 
‘eselben, ebenda 284, 133, 1936. 


wel 














200 K. M. Brandt: 


Oben wurde gezeigt, da nach Warmebehandlung der D 5-Hef 
die gespeicherte Trehalose schnell abgebaut wird. Die sebr grolic 
EKigenatmung, welche man nach Warmebehandlung dieser und der 
D 4-Hefen beobachtet, ist sicherlich auf den Abbau der zelleigenen 
Trehalose zuriickzufiihren. Dies wird auch durch die geringe und 
andersartige Wirkung der Warmebehandlung auf D 2- und D 3-Hefe 
denen ja Trehalose mangelt, gestiitzt. Ferner ist die Wirkung der Wirme 
auf D 4-Hefe schwacher als die auf D5, was damit tibereinstimmt 
daf D5 mebr Trehalose als D4 enthalt. Es sei in diesem Zusammen. 
hang erwahnt, daB Stier und Stannard 1936 gezeigt haben, daB cic 
Kigenatmung der Backerhefe mit der Zeit exponentiell abnimmt und 
daB die Geschwindigkeit dieser Atmung von der Konzentration des 
zelleigenen Substrats begrenzt wird. Sie vermuteten, daB es sich hierbei 
um ein Kohlenhydrat handelt, wahrscheinlich um Glykogen. Der RQ. 
welcher normalerweise gleich | ist, wird bei einem Eingriff in die proto- 
plasmatische Struktur der Zellen, z. B. Zermahlen mit Sand, Plasmolyse 
mittels Toluol oder hypertonischen Salzlésungen oder beim Zerdriicken 
in der hydraulischen Presse verandert. Nach einer derartigen Be- 
handlung der Zellen wurde eine starke anaerobe CO,-Bildung unter 
gleichzeitiger Produktion von Alkohol erhalten. Auf Grund der vor 
liegenden Versuche ist es aber wahrscheinlich, daB das von Stier und 
Stannard erwahnte Kohlenhydrat nicht nur Glykogen, sondern vor 
allem Trehalose ist. 

Bei meinen obengenannten Versuchen mit Warmebehandlung det 
D4- und D 5-Hefen ist zu beachten, daB die kraftige Steigerung des 
Umsatzes nur zu Beginn des Versuchs in Erscheinung tritt (Abb. 4 
und 5). Die Eigenatmung scheint nach einiger Zeit gehemmt zu werden 
so daB am Ende des Versuchs die Atmung der verscbieden lange Zeit 
warmebehandelten Hefen von gleicher GréBenordnung ist, und zwar 
.wahrscheinlich infolge der Bildung von regulierenden Stoffen. 

Zusammenfassend kénnte man sagen, da bei Warmebehandlung 
oder andersartiger Schadigung, z.B. Trocknen der Hefezellen, die 
Beobachtungen iiber den Abbau der Trehalose darauf deuten, daB in 
diesem Zustand eine Verschiebung des Gleichgewichts der Enzym 
reaktionen eintritt, und zwar zugunsten derjenigen Reaktionen, dic 
bei der Restitution eventuell geschaidigten EiweiBes bzw. bei Wachs. 
tumsprozessen wirksam sind. 


Zusammenfassung. 


Als Material wurden PreBhefe und die bei der Ziichtung derselben 
benutzten Stellhefen verwendet. Es wurde gezeigt, daB in den relatiy 
schwach geliifteten und Alkohol erzeugenden Stellhefen keine Trehalose 
nachgewiesen werden kann. Die PreBhefe und die ihr vorangehende 
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Stellhefegeneration enthalten dagegen betrachtliche Mengen an Treha- 
lose, und zwar am meisten die reife PreBhefe. Der Grad der Reifung 
der Hefe scheint eine gewisse Rolle fiir den Aufbau der Trehalose 
zu spielen. 

Bei der Bebriitung Trehalose enthaltender Hefe in Zucker-Nahrsalz- 
lésungen bei Ab- bzw. Anwesenheit von Stickstoffnahrung wird beim 
Wachstum die Trehalose schnell abgebaut. In Abwesenheit assimilier- 
baren Stickstoffs wird der zugesetzte Zucker zum Teil als Trehalose 
abgelagert. 

Nach Warmebehandlung der Hefen wahrend 5, 10 bzw. 15 Minuten 
bei 56° wurde bei den trehalosehaltigen Hefen anfangs eine starke 
Erhéhung der Eigenatmung erhalten, was auf den Abbau der zelleigenen 
Trehalose zuriickzufiihren ist. 

Es wird die Auffassung ausgesprochen, daB die Trehalose, die als 
Reservekohlenhydrat nur langsam bei der Eigenatmung umgesetzt 
wird, bei dem WachstumsprozeB oder bei der Restitution eventuell ge- 
schadigten EiweiBes als Energiequelle zu betrachten ist. 


Herrn Oberingenieur H. Brahmer sowie Herrn Ingenieur TT. Stghle 
(Svenska Jastfabriks A.-G., Rotebro) méchte ich fiir die freundliche Uber- 
lassung und Charakterisierung der verwendeten Hefen sowie fiir Auskiinfte 
iiber die in der Fabrik gebrauchlichen Ziichtungsverfahren verbindlichst 
danken., 

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der ,,Rockefeller Foundation“‘ 
und des ,,Wenner-Grens Samfund* ausgefiihrt. 
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Zur Biochemie von Eidamella spinosa. 
Von 
Curt Enders und Karl Theis. 
(Aus der wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 


(Eingegangen am 11, Juli 1941.) 


Kin Sammelbericht iiber diesen eigenartigen von L. Matruchot und 
©. Dassonville (1) 1911 zuerst entdeckten und 1936 von N. F. Conant 
wieder isolierten, in bestimmten Nahrmedien einen roten Farbstoff 
bildenden Schimmelpilz findet sich bei E. ). De Lamater (2). Datta (3) 
berichtet tiber einen Organismus, den er von einem Hund, und zwar aus 
dessen eigenartigen Wunden, isolieren konnte und mit dem Infektionen 
erzielt werden konnten. Er nannte diesen Pilz Eidamella actoni. In 
Nahrmedien mit Honig, Maltose u.a. sondert Eidamella spinosa einen 
auffallend blutroten Farbstoff ab. Uber die chemische Natur dieses 
Farbstoffs ist bis jetzt nichts berichtet worden. 

Am hiesigen Institut wurde von LF. Loichinger mittels eines Wiirze- 
Gelatine-Nahrmediums aus der Luft ein Schimmelpilz isoliert, der im 
Anfangsstadium seines Wachstums eine weife Myceldecke bildet, von 
deren AuBenseite ausgehend sich jedoch eine starke Absonderung in 
kurzer Zeit in Form eines charakteristischen blutroten Farbstoffs 
volizieht. (Der Pilz wurde vom Centralbureau voor Schimmelcultures 
in Baarn als ,,Eidamella spinosa“ identifiziert.) Zugleich mit dieser 
Farbstoffbildung geht die Verfliissigung des Nahrmediums vor sich. 
Eigenartigerweise zeigt dieser Organismus auf Wiirze-Agar lediglich 
ein weiBes Mycel, das nach einiger Zeit charakteristische Konidien aus 
bildet, jedoch keinerlei Farbstoff erzeugt. Dieser tritt erst nach Uber 
impfung auf Wiirze-Gelatine wieder auf. Derartige Farblésungen 
nehmen bei Lichtzutritt im Laufe der Zeit eine braunliche Ténung an 
Um einer derartigen Zerstérung des roten Farbstoffs durch Tageslicht 
entgegenzuwirken, empfiehlt es sich, den Pilz im Dunkeln wachsen 
zu lassen. 

Besonders in Hinsicht auf die Gewinnung gréBerer Mengen diese- 
Farbstoffs war es von Interesse, die Wachstumsbedingungen dieses 
eigenartigen Pilzes zu studieren bzw. das Pilzwachstum und sein Farb 
stoffbildungsvermégen in Abhangigkeit von der Zusammensetzung des 
Naihrmediums zu untersuchen. Das Verhalten des Pilzes den beiden 
obenerwaihnten Nahrmedien Wiirze-Gelatine und Wiirze-Agar gege’ 
iiber lieB vermuten, daB die Farbstoffbildung mit dem Gehalt des Nahr- 
bodens an Eiweifstoffen zusammenhangt. 
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Orientierende Versuche ergaben, da auf reinen Gelatinenahr- 
béden, auch bei Phosphatzusatz, nur ziemlich geringes Wachstum des 
Pilzes ohne jegliche Farbstoffbildung zu verzeichnen war. Nahrbéden, 
die neben Gelatine auch Nahrsalzgemische enthielten, zeigten im 
Prinzip dasselbe Bild. Erst bei Anwesenheit von Zuckern (Glucose, 
Maltose, Lactose) tritt starkes Wachstum und Farbstoffbildung auf. 
Ja selbst auf Gelatine (10%) unter ausschlieBlichem Zusatz von Glucose 
(10%) konnte geringes Wachstum und betrachtliche Farbstoffbildung 
beobachtet werden. Der rote Farbstoff diffundiert im Laufe der Zeit 
in das Nahrmedium, ohne es eigenartigerweise zur Verfliissigung zu 
bringen. Daran andert auch Phosphatzusatz nichts. Nahrlésungen 
nach Nielsen ergeben nach Gelatinezusatz gutes Wachstum in der 
normalen Form einer weiben Myceldecke und Farbstoffbildung unter 
gleichzeitiger Verfliissigung der Gelatine. Auf Nielsen-Nahrlésung, die 
nach Zusatz von 3°, Gelatine solange gekocht wurde, bis keine Gelier- 
fahigkeit mehr auftrat, zeigt Eidamella spinosa zwar hervorragendes 
Wachstum, jedoch nur ganz minimale Farbstoffbildung. 

Zur Beantwortung der Frage, ob die Farbstoffbildung an die 
Anwesenheit eines bestimmten Eiweifkérpers, d.h. an Gelatine, ge- 
bunden ist oder nicht, wurde der Pilz in folgende Naihrmedien ein- 
geimpft : 
|. Hefewasser. Bildung emer weiBen Myceldecke, keine Farbstoffbildung. 
2. Gehopfte Wiirze. Bildung einer weiBen Myceldecke, kein Farbstoff. 

3. Nahrlésung nach Nielsen. Sehr langsames Pilzwachstum, spurenweise 
Farbstoffbildung. Dasselbe Bild ergibt sich auch nach Zusatz von 
einigen Tropfen Wiirze oder einigen mg Asparagin. 

4. Wdsserige Lésung bzw. Aufschlimmung von Pepton Witte in Wasser. Sehr 
langsames Pilzwachstum und zégernde geringe Farbstoffbildung. 

Keine dieser Nahrlésungen kann also das gelatinehaltige Nahr- 
medium hinsichtlich der Farbstoffbildung ersetzen. Lediglich Versuch 4 
deutet die Notwendigkeit eines hochmolekularen EiweiBkérpers zur 
Farbstoffbildung an. Auf fliissigen Nahrbéden wachst der Pilz auf 
jeden Fall in Form einer Decke an der Oberflache. Verschiedene An- 
zeichen deuten darauf hin, daB der Pilz festen, d.h. gelierten Nahr- 
boden bevorzugt. Allerdings lauft auch unter diesen Bedingungen, wie 
die Verwendung von Agar-Agar zeigt, Pilzwachstum und Farbstoff- 
bildung nicht parallel. 

Auf Starkekleister-Hefewasser zeigt Eidamella spinosa zwar sehr 
gutes Wachstum, aber praktisch keine Farbstoffproduktion, eine Tat- 
sache, die sich mit dem Fehlen hochmolekularer EiweiSkérper in Ein- 
klang bringen 1aBt. 

Im folgenden wurde mit verschiedenen Nahrlésungen unter Ver- 
\wendung von Kieselsdure (4) als Geliermittel gearbeitet. 5cem der 
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entsprechenden Nahrlésung wurden mit 0,15 cem 25° iger Phosphor 
saiure versetzt und im Dampftopf sterilisiert. Nach Zugabe von 0,25 cem 
Wasserglas unter sterilen Bedingungen tritt alsbald Gelierung ein. Das 
pu liegt zwischen 6,8—7,0. 


Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle I niedergelegt : 


Tabelle I. 





Art des Nihrmediums Wachstum Farbstoffbildung 

1. Hefewasser-Glucose (0,5 g), SiO, ... maBig gering 
2. Lésliche Starke (0,2¢), SiO,...... ~ negativ 
3. Nielsennahrlésung, SiOQ,........... ae a 
4. Nielsenlésung-Pepton (0,2 g), SiQg.. =. deutlich sichtbar 
5. Nielsenlésung-Aminosaurengemisch 

COE i Ea PCA OES Re wie os sehr gut negativ 
6. Aminoséiurengemisch (0,2 g), SiO, .. sehr maBig so 
7. Pepton (0,2 g)-Glucose (0,5 g), SiOg. maBig deutlich sichtbar 
8. Pepton (0,2 g)-Maltose (0,5g), SiOg. Ri ‘“ ee 
9. Pepton (0,2 g)-Laktose (0,5 g), SiO,. > “ Ri 


Das in der Tabelle IL erwaihnte Aminosaurengemisch enthielt 
simtliche als Bausteine der Gelatine bekannten Aminosauren. 

Zusammenfassend laBt sich iiber alle diese Versuche sagen, dal 
Eidamella spinosa auf Nahrbéden, die neben Nahrsalzen auch Kohlen 
hydrate und niedermolekulares Eiweif bzw. Aminoséuren enthalten 
zwar sehr gutes Wachstum zeigt, jedoch keine bemerkenswerte Farbstoff- 
bildung. Erst die Anwesenheit von hochmolekularem Eiweif regt den 
Organismus zur Farbstoffproduktion an. Es ist zu bemerken, daJi 
gegeniiber Gelatine Pepton nur von untergeordneter Bedeutung bzw. 
Wirksamkeit ist. Die Bedeutung des blutroten Farbstoffs im Lebens 
mechanismus des Pilzes ist nicht klar ersichtlich. Vieles deutet darauf 
hin, daB seine Bildung in erster Linie mit dem Abbau bzw. der Ver 
fliissigung von Gelatine zusammenhangt, denn sowohl Aminoséuren 
gemische als auch Gelatine, die durch langeres Kochen ihre Erstarrungs. 
fahigkeit verloren hat, bewirken nur hervorragendes Wachstum des 
Pilzes, jedoch keine Farbstofferzeugung. 

Eidamella spinosa selbst ist aerob. Wird ein Mycelhautchen so in 
ein Naihrmedium eingeimpft, da es sich am Grunde der Fliissigkeit 
befindet, so erfolgt keinerlei LebensiuBerung. Das Wachstum als 
Oberflachendecke spricht an sich schon fiir aeroben Charakter. 


Py-Abhiangigkeit des Wachstums und der Farbstoffbildung 
in Gelatinelésungen. 
a) Die Versuche wurden in 1°(iger Gelatinelésung durchgefiihrt. 
Diese erstarrt gerade noch und ist auch noch zu iiberpuffern. 10 ccm 
3°iger Gelatinelésung (warm) wurden mit 20 ccm Pufferlésung von 
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doppelter Konzentration, als sie Sdrensen angibt, vermischt und 
sterilisiert. Es wurden Doppelversuche durchgefiihrt. Die Feststellung 
des pu erfolgte mit der Chinhydronelektrode. Die Ergebnisse sind aus 
Tabelle II zu ersehen. 

Tabelle II. 





Nr. Puffergemisch in ccm PH Wachstum 

1 20 HCl 1,10 negativ 

2 6 Glykokoll + 14 HCI 1,47 Z 

3 10 ‘ii b IO 5 2,00 z 

4 16,4 e + 3,6 ,, 3,13 Beginn 

5 20 prim. Phosphat 4,53 Maximum 

6 17,8 prim. Phosphat + 2,2 sek. Phosphat | 6,75 io 

7 10 ‘a +10 , re 6,10  ziemlich schwach 
8 » + en a +17,8 ,, - 7,17 nur spurenweise 
9 7,6 HCl + 12,4 Borat 7,11 negativ 

10 Sob Bigg Ee os 9,22 9 


Da Zuckerzusatz nicht zur Verwendung kam, trat auch keine 
Farbstoffbildung ein. Selbst beim Wachstumsoptimum war das Mycel- 
wachstum, entsprechend der ausschlieBlichen Gelatineanwendung nicht 
besonders stark. Das Optimum zwischen py 4,5 und 5,5 hebt sich 
jedoch deutlich ab. Das py der 1% igen Gelatinelésung wurde zu 4,5 
bestimmt. 

b) Folgende Versuchsreihe wurde mit Nahrlésungen nach Nielsen 
unter Zusatz von 3% Gelatine durchgefiihrt. Durch Zusatz starker 
Salzsiure wurde empirisch das gewiinschte py eingestellt, Wachstum 
und Farbbildung sind aus Tabelle [11 zu entnehmen. 


Tabelle III. 





Nr. i} Pu i Wachstum und Farbbildung 

1 1,83 Kein Wachstum, keine Farbstoffbildung 

2 2,88 Schwaches Wachstum, keine Farbstoffbildung 

3 3,81 Ziemlich gutes Wachstum, spurenweise Farbstoffbildung 
4 4,78 Gutes Wachstum, wenig Farbstoffbildung 

5 5,74 Sehr gutes Wachstum, starke Farbstoffbiidung 

6 7,07 Hervorragendes Wachstum, starke Farbstoffbildung 

7 8,10 os a Ee ps 

8 8,72 Sehr gutes Wachstum, starke Farbstoffbildung 


Das Optimum des Wachstums und der Farbstoffbildung liegt unter 
obigen Bedingungen eigenartigerweise bei py 7—8. 


Gewinnung, Eigenschaften und Zusammensetzung 
des Chromoproteids. 
Zidamella spinosa verfliissigt im Verlauf einiger Wochen Wiirze- 
Gelatine. Sowohl Fliissigkeit als auch Mycelunterseite werden tiefrot 
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gefarbt. Die Lésung wird abgegossen, das Mycel in Wasser ausgewasche1 
wobei noch weiterer Farbstoff in Lésung geht und die beiden Fliissig- 
keiten vereint. Mit organischen Lésungsmitteln ist der Pilzfarbstoff 
aus der wasserigen Phase nicht ausziehbar. Das pq des verfliissigten 
Nahrmediums wurde in einem Falle zu 6,59, in einer anderen Versuchs.- 
serie zu 5,25 bestimmt. Durch Halbsattigung der Lésung mit Ammon 
sulfat oder vollstandige Sattigung mit Zinksulfat laBt sich der rote 
Farbstoff zum gréBten Teil ausflocken. Zur vollstandigen Ausfallung 
wire das 11/.fache des Fliissigkeitsvolumens an gesattigter (NH4).SO,- 
Lésung nétig, jedoch besteht dann die Gefahr der Mitfallung uner- 
wiinschter EiweiBkérper, die méglicherweise noch im Nahrmedium ent- 
halten sind. Durch Zentrifugieren wird der Pilzfarbstoff abgeschieden. 
Nach neuerlichem Auflésen des Zentrifugats in Wasser und Filtration 
wird der ReinigungsprozeB noch einige Male wiederholt. Das mit 
Ammonsulfat noch stark verunreinigte Zentrifugat wird anschlieBend 
der Dialyse unterworfen. Zu diesem Zwecke wird es in méglichst wenig 
Wasser gelést und in einem Cellophanschlauch gegen destilliertes 
Wasser dialysiert. Derartige Cellophanmembranen erméglichen eine 
schnelle Dialyse. Bereits nach einigen Tagen ist mit BaCl, kein SO,4-Ion 
nachweisbar. Wie Vorversuche ergaben, bleibt der Pilzfarbstoff jedoch 
auch nach sehr langem Dialysieren immer noch etwas aschehaltig. Nach 
der Dialyse wird der Pilzfarbstoff mit Methyl- bzw. Athylalkohol oder 
Aceton gefallt und abzentrifugiert. Nach Aufschlammen in Ather und 
neuerlichem Zentrifugieren wird der rote Farbstoff im Vakuum unter 
LichtabschluB getrocknet. 

Der Korper zeigt keine Kristallisationsfahigkeit, beim Erhitzen ver. 
kohlt er langsam. Er ist mit blutroter Farbe in Wasser, Glycerin und 
Essigsaure léslich; in letzterer ist er bestandig. In héherkonzentrierten 
Mineralsiuren und Alkalien (auch NH3) farbt er sich nach kurzer Zeit 
‘braun; er wird dabei zerstért. Im feuchten Zustand ist der Pilzfarbstoff 
besonders licht- und luftempfindlich. Das px einer 1°igen wasserigen 
Lésung wurde zu 5,65 ermittelt (Chinhydron). In schwach salzsaurer 
Lésung ist der Ké6rper bereits bei Viertelsattigung mit (NH,4).S0, 
fallbar. Wiederholtes Fallen mit Ammonsulfat und insbesondere 
Alkohol vermindert seine Wasserléslichkeit. Unléslich werdende Anteile 
lésen sich eigenartigerweise zum Teil in wisserigem Alkohol. Der Pilz- 
farbstoff ist in wiasseriger Lésung mit Eiweiffaillungsmitteln, z. B 
Tannin, Pikrinsdure, fillbar. Es liegt also ein EiweiBkérper, héchst- 
wahrscheinlich ein Chromoproteid vor. Dies erklirt die Notwendigkeit 
von Eiweif bzw. Gelatine zur Farbstoffbildung des Pilzes. Eigen- 
artigerweise wandert der Farbstoff unter Einwirkung des elektrischen 
Stromes in wiasseriger Lésung der Anode zu. Dies laBt auf Uberwiegen 
der Aminodicarbonsaurebausteine schlieBen, waihrend Gelatine mehr 
Diamino- als Aminodicarbonséuren aufweist. 
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Aschebestimmung. 
PO os oii Cee ee ees 0,630 38 — 0,61431 g 16,07 mg 
Nach Gliihen im Platinschilchen ... 0,61446 — 0,61431g = 0,15 mg 
Die Asche betragt 0,93%. 
Die Asche lést sich nicht in Wasser, jedoch in verdiinnten Mineralséuren. 


Stickstof{bestimmung (Halbmikro-K jeldahl). 


Einwaage: I. 1,01933 — 1,00141 g = 17,92 mg 
Il. 1,02167 — 1,00167 g = 20,00 mg 
als aschefrei berechnet: I. 17,95 mg, II. 19,81 mg. 


Blindversuch: 


50 ccm etwa n/300 HCl entspricht jodometrisch 45,8 etwa n/300 
Na, 8,0. 
leem Na,$,0, = 1,092 cem HCl 


leem HC] 0,0551 mg N 
Vorlage: 1. 50 eem HCl Il. 52 cem HCl 
zuriicktitriert 11,7  cem Na, 8,0, 11,4 cem Na,S,O, 
entspricht 12,9 cem HCl 12,5 eem HCl 
HCl-Verbrauch 37,1 eem HCl : 39,5 cem HCl 
entspricht 2,04 mg N 2,18 mg N 
Stickstoffgehalt I, 11,49% N II. 11,01 % N 


Unter Zugrundelegung des Umrechnungsfaktors 6,25 errechnet sich 
der EiweiSgehalt zu 71,81 bzw. 68,37 ° 

Mittelwert: 70,09°, Eiweip. 

Der Rest: 29,97°, muB der Farbkomponente entsprechen. 


0° 


Reaktionen. 

Zugabe von etwas Bromlésung zu einer wasserigen Lésung des 
Chromoproteids bedingt sofortiges Verschwinden der roten Farbe. Die 
praktisch farblose Lésung rétet sich zwar nach einiger Zeit wieder, 
jedoch ist die Riickbildung des roten Farbstoffs nicht quantitativ. 
Ein betrachtlicher Teil des Farbstoffs ist zerstért worden, was sich auch 
in einer gewissen braunlichen Ténung des riickgebildeten roten Farb- 
stoffs bemerkbar macht. Durch Einleiten von H,S kann der Riick- 
bildungseffekt beschleunigt werden. Zugabe einer Spur salpetriger 
Saure bedingt ebenso wie Brom eine sofortige Entfarbung des Chromo- 
proteids. In Zink-Essigsiure ist der Farbstoff in der Hitze schon nach 
kurzer Zeit zu einer schwachbraunen Stufe hydrierbar. Die rote Farbe 
kehrt nach Abklingen der Reduktionswirkung nicht mehr zuriick. 
Zugabe von etwas H,O, bedingt praktisch vdéllige Entfirbung. Die 
Chromoproteidlésung entfirbt Methylenblau. Dies laBt auf ein negatives 
Redoxpotential des Pilzfarbstoffs schlieBen. Zugabe von Chromo- 
proteidlésung zu girender Hefe in Wiirze bis zur deutlichen Rotfarbung 
bedingt gegeniiber dem Blindversuch eine rund 50°,ige Hemmung der 
Garung. Die Intensitét der Girung wurde durch Messung der ent- 
wickelten Kohlensaure im Schiittelthermostaten bei 30°C verfolgt. 
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Isoelektrischer Punkt. 


Die Bestimmung mit Hilfe des Lange-Kolorimeters durch Ver. 
folgung des Absorptionswertes bei Titration mit Ammonsulfatlésung be; 
verschiedenem py st6Bt auf Schwierigkeiten. Die Farbe andert sich 
mit dem py, im alkalischen Gebiet vollzieht sich eine schnelle Zer- 
stérung des Farbstoffs. Orientierende Versuche iiber das Maximum 
der Ausflockbarkeit des Chromoproteids aus Lésungen von_ ver. 
schiedenem py mit Hilfe gesittigter Ammonsulfatlésung bestimmten 
den isoelektrischen Punkt ungefahr bei py 3. 


Chromatographische Adsorption. 

Das Chromoproteid wird aus seiner wasserigen Lésung durch 
Al, Og (Brockmann) vollig adsorbiert. Geringe Mengen einer rotvioletten 
Substanz dringen tief in die Adsorptionsréhre ein und sind mit Athy! 
alkohol zu eluieren, obwohl vorher kein C,H;OH-léslicher Anteil vor. 
handen war. Das Chromoproteid selbst ist mit verdiinnter Essigsiure 
eluierbar, dies ist nicht durch Saurewirkung bedingt, da weder mit 
verdiinnter HCl noch mit Phosphatpuffer von gleichem px wie dem 
der Essigsiure eine Elution zu erreichen ist. 


Gewinnung und Eigenschaften der eiwei8freien Farbstoffkomponente. 


Der N-Gehalt des genuinen Farbstoffs, die Fallbarkeit mit Ammon- 
sulfat, Tannin, Pikrinséure, sowie seine Unléslichkeit in organischen 
Lésungsmitteln weisen auf das Vorliegen eines Chromoproteids hin 

Im wisserigen Medium ist weder mit Sauren noch mit Alkalien 
eine Spaltung in Protein und Farbkomponente méglich. Auch eine 
Ablésung der Farbkomponente durch fermentativen Abbau des Eiweil- 
anteils mit Hilfe von Enzymen wie Papain und Pepsin, wie sie bei 
manchen anderen Chromoproteiden bekannt ist, war nicht durch. 
’ fiihrbar. 

tine Spaltung in EiweiS und Farbkomponente konnte lediglich 
durch Einwirkung von Salzsaiure auf eine Lésung bzw. Aufschlammung 
des Pilzfarbstoffs in wiasserigem Alkohol durchgefiihrt werden. Als 
Alkohole sind Methyl-, Athyl-, Propyl-, Butyl- und Amylalkohol ver- 
wendbar. Mischt sich der Alkohol nicht mit Wasser, wie es bei den 
letztgenannten Gliedern der Fall ist, muB besonders intensiv geriihrt 
werden. 

1. Methode. 100 cem Chromoproteidlésung, 400 cem Alkohol und 
100 eem konz. HCl werden 10 Minuten lang im Wasserbad unter dauerndem 
Riihren auf 80°C gehalten. Nach Abkiihlung wird 800 cem Wasser zu- 
gegeben und im Scheidetrichter mit 400 cem Chloroform ausgeschiittelt 
Die wiisserige Phase ist praktisch entfirbt, der gesamte Farbstoff findet 
sich im Chloroform. Die alkoholhaltige Chloroformlésung wird mit 1 Sige! 
Sodalésung und dann nochmals mit Wasser ausgeschiittelt. Die Chloroform 
schicht wird abgetrennt, mehrmals filtriert und getrocknet und im Vakuun 
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auf 25 cem eingeengt. Nach Filtration von unléslichen Flocken wird die 
freie Farbstoffkomponente mit Petrolither unter Riihren gefallt. Bei 
Verwendung héherer Alkohole (mit Amylalkohol ist der beste Spaltungs- 
erfolg zu erzielen) wird das rote Farbpulver nochmals in wenig Chloroform 
gelost und die Fallung nach Filtration wiederholt. Die Filtration muB 
vorsichtig durchgefiihrt werden, da der Farbstoff besonders im feuchten 
Zustand licht- und luftempfindlich ist. Der amorphe Farbstoff kann nicht 
als absolutes Reinprodukt angesehen werden. 

2. Methode. 1 Teil Chromoproteidlésung wird mit 4 Teilen Alkohol 
vermischt. Wie oben flockt das Chromoproteid weitgehend aus. Unter 
Fiskiihlung und dauerndem Riihren wird 2 Stunden lang Salzséure-Gas 
eingeleitet. AnschlieBend wird mit Wasser verdiinnt und der Farbstoff mit 
Chloroform ausgezogen. Die Chloroformlésung mu mehrmals mit Soda- 
losung und abschlieBend mit Wasser gewaschen werden. Weitere Ver- 
arbeitung wie oben. Die Ausbeute ist nicht ganz so gut wie bei der vor- 
hergehenden Methode. 

Der freie Farbstoff ist sehr gut léslich in Chloroform, Pyridin und 
Eisessig und Essigester, gut in niederen, einwertigen, aliphatischen Alkoholen, 
maBig in Aceton, schwer in Benzol und Toluol, sehr sechwer in Ather und 
unléslich in Wasser, Glycerin, Petrolither und Hexan. 


Alle Versuche, bei der Spaltung des Chromoproteids den Alkohol 
durch andere organische Lésungsmittel, wie Eisessig, Ather, Benzol, 
Hexan, Toluol, Glycerin und Pyridin zu ersetzen, schlugen fehl. Lediglich 
bei Anwendung von Aceton war eine geringe Spaltung zu verzeichnen. 
Mit den obenerwahnten aliphatischen Alkoholen laBt sich ein Spaltungs- 
erfolg fast augenblicklich nachweisen. Weiter vollzieht sich die Chromo- 
proteidspaltung um so besser, je héherprozentig der Alkohol ist. Aller- 
dings mu immer noch etwas Wasser zugegeben sein. Es ist also zu 
vermuten, daB aie Freilegung der Farbkomponente auf Grund einer 
Umesterung erfolgt. Die Farblésung zeigt nicht das reine Rot des 
Chromoproteids, sondern eine etwas violettstichige Rotfarbung. 

3. Methode. Eine weitere Méglichkeit, freien Farbstoff zu gewinnen, 
besteht in der Extraktion des getrockneten, pulverisierten Pilzmycels mit 
Chloroform oder Alkohol oder Eisessig aus der Hiilse. Vorher muB das Mycel 
mit Ather extrahiert werden. Der in betrichtlicher Menge ohne Bindung 
an EiweiB vorhandene Farbstoff wird so in Form einer schén rot gefarbten 
Lésung gewonnen und kann mit Petrolather ausgefallt werden. Die Lésung 
zeigt keinerlei Violettstichigkeit. 

Samtliche Versuche, den Farbstoff zur Kristallisation zu bringen, 
schlugen fehl. Bei langsamem Verdunsten des Lésungsmittels hinter- 
bleibt ein Lack. Nach Verdunsten des Chloroforms scheint der Farbstoff 
in kristalliner Form zu hinterbleiben. Durch die Unméglichkeit, den 
Farbstoff zur Kristallisation zu bringen, entfiel die normale Methode, 
durch Umkristallisation und Schmelzpunktkontrolle eine absolute 
Reinheit der Substanz zu erzielen. Die Sinterungspunkte schwanken 
bei den verschiedenen Farbstoffen zwischen 90—160°, die Schmelz- 
punkte zwischen 165—205°. Es kann angenommen werden, daf} der 
durch Extraktion des Pilzmycels gewonnene freie Farbstoff noch die 
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am wenigsten verunreinigte Form darstellt. Die bei der chemische) 
Spaltung oft auftretende Violettfirbung zeigt zweifellos eine Ve 
unreinigung bzw. teilweise Veranderung der Substanz an. Der direkt 
aus dem Mycel gewonnene Farbstoff ist licht- und luftempfindlich und 
zeigt dasselbe Verhalten bei fraktionierter Fallung (s. spater). 

Der rote Farbstoff ist wie das Chromoproteid durch Spuren Brom 
wasser oder salpetriger Siaiure entfarbbar. In Zink-Eisessig ist er 2 
einer farblosen Stufe hydrierbar. Mit Jod kehrt die Farbe zuriick, 

Leitet man in die rein rot gefarbte Lésung des direkt aus dem 
Pilzmycel gewonnenen Farbstoffs in Chloroform trockenes Salzsiure-Gas 
ein, so schlagt die Farbe nach Violett und bald weiter nach Griingel) 
um. Keine der beiden Stufen zeigt ein charakteristisches Spektrum 
Durch Schiitteln der violetten Stufe mit etwas Wasser fiarbt sich die 
Chloroformlésung orange. An der Grenzfliche der beiden Phasen 
sammelt sich eine geringe Menge schwachrot gefirbten Niederschlags 
Durch Zugabe von 18°%iger HCl farbt sich nach dem Schiitteln die 
wiasserige Phase deutlich rot, die Chloroformschicht ist gelbbraun. 
Wird die Chloroformlésung des durch HCl-Gaseinwirkung entstehenden 
violetten Farbstoffs mit konz. Salzsiure ausgeschiittelt, so farbt sich 
die Salzséure tiefrot, die Chloroformschicht wird schmutziggelb. Mit 
verdiinnter Salzsiure ist dieser Effekt nur in geringem Mae erzielbar. 
Diese plétzliche Léslichkeit in starker Salzsiure ware durch Anlagerung 
von HCl an eine C=C-Bindung oder durch Bildung einer Oxonium. 
verbindung erklirbar. Der Farbstoff ist stickstofffrei. In Alkohol oder 
Eisessig ist die violette Stufe nicht erzielbar, die rote Farbung bleibt 
bestehen. 

Wie schon erwahnt, ergeben die Schmelzpunkte der aus ver- 
schiedenen Versuchen und Darstellungsmethoden stammenden Farb- 
stoffmengen kein einheitliches Bild. Wird der Farbstoff aus Chloroform 
mit Ather, Petrolather oder Hexan fraktioniert gefallt, so zeigt jede 
Fraktion einen anderen Schmelzpunkt. Schmelzpunkte von 86° und 
auch solche von 280° bzw. langsames Verkohlen ohne zu schmelzen sind 
méglich. Manche Fraktionen scheiden sich auch in klebriger Form ab. 
Bei Extraktion des Farbstoffs aus der Hiilse, z. B. mit Aceton, bildet der 
Hiilseninhalt in Balde eine klebrige Masse, die kaum noch Farbstoff 
an Aceton abgibt und in Athylalkohol nur mehr teilweise léslich ist. 
Aus der Acetonlésung ist nach Einengen im Vakuum der Farbstoff mit 
Ather wieder fallbar. Er diirfte ein ziemlich reines Produkt darstellen. 
Der Zersetzungs- bzw. Schmelzpunkt liegt bei 156°. Es ist besser, den 
Farbstoff in der Kalte in viel Aceton zu verriihren, vom Unléslichen 
abzufiltrieren, das Filtrat im Vakuum einzuengen und den Farbstoff 
mit Ather zu fallen. Sinterungspunkt 115°, Schmelz- und Zersetzungs- 
punkt 155°, Eine weitere Reinigungsmethode ist folgende: Der noch 





unreil 
Hexa 
mehr 
punkt 
suche 
Licht 
schmi 
Farbs 
liegt 1 


] 
von | 
vebilc 
Unter 
der F 
in fer 
Amm 
ander 
fallba 
Eiwei 
mella 

] 
Nach 
wird | 
Salzsi 
versik 
und h 

i 
Nach 
in or, 
abzus 
gebra 
mit Z 
Die u 
Frakt 


darste 


- 2) 4 
S aus. 


u. H.. 





relh 


wm 
die 
sen 
gS 
die 
un. 
len 
ich 
Mit 
ar, 
ing 
1m- 
der 
ibt 


er- 
rb- 
rm 
ade 
ind 
ind 
al b. 
der 
off 
ist. 
nit 
en. 
len 
en 
off 
g8- 


ch 





Zur Biochemie von Eidamella spinosa. 211 


unreine Farbstoff wird in wenig Chloroform gelést und dasselbe Volumen 
Hexan zugegeben. Die Ausfallung wird abfiltriert und das Filtrat mit 
mehr Hexan quantitativ getallt. Sinterungspunkt 116°C, Schmelz- 
punkt bzw. Zersetzungspunkt 150°C. UbermaBige Reinigungsver- 
suche brachten keinen Erfolg, da der Farbstoff der Zerstérung durch 
Licht und Luft besonders in feuchtem Zustand bis zur vélligen Ver- 
schmierung unterliegt. Im allgemeinen kann gesagt werden, dab ein 
Farbstoffanteil um so schwerer léslich ist, je hdher sein Zersetzungspunkt 
liegt und je dunkler seine Farbe ist. 


Zusammenfassung. 


Der rote Farbstoff von Eidamella spinosa wird nur bei Gegenwart 
von Zucker und hochmolekularem EiweiB (z.B. Gelatine, Pepton) 
vebildet. Der Pilz ist aerob und wachst optimal zwischen py 4,5 und 5.5. 
Unter anderen Bedingungen wurde das Optimum des Wachstums und 
der Farbstoffbildung bei py 7—8 gefunden. Der genuine Farbstoff ist 
in feuchtem Zustand licht- und luftempfindlich. Durch Fallen mit 
Ammonsulfat und Dialyse kann er gereinigt werden. Auch durch 
andere Eiweibfallungsmittel, wie z.B. Tannin, Pikrinséure, ist er 
fillbar. Diese Eigenschaften sowie seine Zusammensetzung (70% 
EiweiB bei 0,93°, Asche) sprechen dafiir, daB der Farbstoff von Eida- 
mella spinosa ein Chromoproteid ist. 

Durch Brom und salpetrige Saure wird das Chromoproteid entfarbt. 
Nach einiger Zeit, besonders bei Zufiihrung von Schwefelwasserstoff, 
wird die Farbe — wenigstens zum Teil riickgebildet. Durch Zink- 
Salzsiure wird der Farbstoff zu einer schwachbraunen Stufe irre- 
versibel reduziert. Die Chromoproteidlésung entfarbt Methylenblau 
und hemmt die Garung von Brauereihefe. 

Der isoelektrische Punkt des Chromoproteids liegt etwa bei px 3. 
Nach verschiedenen Methoden gelingt es, aus dem Chromoproteid eine 
in organischen Lésungsmitteln lésliche ,,freie Farbstoffkomponente ‘‘ 
abzuspalten. Der freie Farbstoff konnte nicht zur Kristallisation 
gebracht werden. Er ist an Luft und Licht zersetzlich. Durch Reduktion 
mit Zink-Salzsiure wird er entfirbt; mit Jod kehrt die Farbe zuriick. 
Die unterschiedlichen Zersetzungs- und Schmelzpunkte verschiedener 
Fraktionen des ,,freien‘‘ Farbstoffs deuten darauf hin, daB eine Rein- 
darstellung nicht gelungen ist. 
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Uber den Vitamin B,-Gehalt verschiedener Hefen 


und seine Beeinflussung. 

III. Mitteilung!?: 
Das Verhalten von Bierhefe und Bickerhefe 
gegeniiber angebotenem Aneurin. 
Von 
Hermann Fink und Felix Just. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation an der 

Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 1, Juli 1941.) 


In Fortfiihrung unserer an der Torula utilis durchgefiihrten Unter- 
suchungen! iiber die Speicherung und die Umwandlung von freiem 
Aneurin in der Hefezelle studierten wir das Verhalten von Bierhefe und 
Bickerhefe gegeniiber angebotenem Vitamin B, *. 

Es interessierte namlich, ob diese Wuchsstoff-benétigenden Kultur. 
hefen ebenso wie die ,,wilde‘‘, Wuchsstoff-unabhingige Torula — die 
sich bekanntlich nach Fink und Mitarbeitern in ganzlich anorganischem 
Milieu mit Héchstausbeuten ziichten 148t — Aneurin aufnehmen und 
dabei in Cocarboxylase umwandeln. Das Gleichverhalten war speziel! 
fiir die in der Hauptsache giarenden, also anaerob stoffwechselnden 
Bierhefen nicht als selbstverstandlich vorauszusetzen, da diese einer- 
seits wegen ihres an und fiir sich hohen Vitamin B,-Gehalts von 250) 
bis 300 y/l1 g Trockensubstanz, andererseits wegen ihres aneurin- 
haltigen Nahrsubstrats (Malzwiirze) mdglicherweise Vitamin B,-ge- 
sittigt sein konnte. Verhalt sich nun die Bierhefe tatsachlich so wie 
die Torula, d. n. lieBe sich deren hoher Gehalt an , natiirlichem‘, phospho- 
ryliertem Vitamin B, auf das Mehrfache steigern, so ware die Erzeuguny 
einer Bierhefe méglich, die schon in etwa 1 g (oder weniger) eine mensch- 
liche Tagesdosis Vitamin B, enthalt, wohingegen an normaler Bierhefe 
etwa 5g zwecks Einverleibung einer Tagesdosis nétig sind. Diatetisch 
wire dies unter Umstanden vorteilhaft. 


1 TI. Mitteilung: diese Zeitschr. 308, 15, 1941; II. Mitteilung: ebenda 
309, 1, 1941. 

* Anmerkung bei der Korrektur: Wie uns nach Abfassung unseret 
Mitteilungen bekannt wurde, beobachteten P.O. Paveek, L. H. Petersen 
und C. A. Elvehjem (Eng. Chem. 30, 802, 1938), wenn auch nur mit u. E 
unzureichender Methodik, eine Absorption des Nahrlésungs-Aneurins durch: 
Backereihefe, Brauereihefe, Saccharomyces logos, Willia anomala und 
Endomyces vernalis. Unsere Bilanzfeststellungen, insbesondere unse! 
Befund, daB gleichzeitig mit der von uns als irreversibel festgestellten Aut 
nahme des freien Aneurins eine mikrobiologische Synthese von Cocarb 
oxylase stattfindet, wurden von den genannten Autoren nicht erhoben 
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SchlieBlich interessierte die Aneurinspeicherung bei der Bier- und 
Backerhefe auch in technologischer Hinsicht, weil namlich ihre Nahr- 
substrate, namlich Malzwiirze und Melasse, im Gegensatz zu den 
technischen Nahrlésungen der Torula Vitamin B,- bzw. Wuchsstoff-haltig 
sind. Diese Tatsache ist, wie wir inzwischen feststellten, fiir den Vitamin- 
gehalt der untergirigen und obergirigen Bierhefen von ausschlag- 
gebender Bedeutung. Als bisheriges Hauptergebnis von eingehenden 
Bilanzversuchen! bei der Malzbierherstellung hat sich herausgestellt, daB 
|.das gesamte Vitamin B, der Bierwiirze durch die Hefe schon zu Be- 
ginn der Girung aufgenommen wird, daB 2. die Eigensynthese der Bier- 
hefen im Verlaufe der Garung wesentlich geringer ist, als ihrem Zellsub- 
stanz-Zuwachs entspricht, und dab 3.demzufolge trotz gleicher Anfangs- 
bedingungen (Wiirzemenge, Extraktgehalt und Menge der Anstellhefe 
im Garbottich) der Vitamingehalt der Bierhefen sehr groBen Schwan- 
kungen unterworfen ist dergestalt, daB er bei niedriger Vermehrung 
der Anstellhefe hoch ist (héher als der der Anstellhefe), bei starkerer 
Vermehrung zunehmend absinkt. 


Experimenteller Teil. 
a) Bierhefe. 


10 g abgepreBte Bierhefe (Trockensubstanzgehalt 24,14°%,) wurden 
in 200 cem einer auf py = 4,5 bis 4,7 eingestellten Lésung, die 10 g Glu- 
cose, 0,5 g Nahrsalzgemisch2? und 648 y Aneurin-Hydrochlorid enthielt, 
aufgeschwemmt und bei Zimmertemperatur der Garung iiberlassen. Nach 
etwa 48 Stunden wurde die Hefe abzentrifugiert und mit je 80—100 cem 
einer 3°%igen Nahrsalzlésung (auf py = 4,5 bis 4,7 gebracht) aus- 
gewaschen. Die zuerst abgetrennte Garlésung und die Waschwiisser 
wurden quantitativ gesammelt. Das darin enthaltene, von der Hefe 
also nicht aufgenommene Aneurin wurde bestimmt. In der so vor- 
behandelten Hefe wurde das Gesamt-Aneurin und das frei vorliegende 
Aneurin auf die schon in der II. Mitteilung beschriebene Weise be- 
stimmt. Dies geschah natiirlich auch bei der verwendeten Ausgangshefe, 
die in dickbreiigem Zustande aus dem Vorratsgefa8 fiir Anstellhefe, 
welche zum Anstellen der Wiirze zur Bottichgarung in der Brauerei 
praktisch verwendet wird, entnommen wurde. Bei dieser Ausgangshefe 
fanden wir iiberraschenderweise, daB der auBergewéhnlich hohe Anteil 
von 90% des Gesamt-Vitamin B,-Gehalts (276 y/1 g Trockensubstanz) 
als freies Aneurin vorlag. Wir bereiteten uns deshalb und zur Kontrolle 
eine Vergleichshefe in der Weise, daB wir diese Ausgangshefe in einem 
streng parallelen Ansatz wie oben, jedoch ohne Aneurinzusatz, ebenfalls 


1 A. Fink u. F. Just, Wochenschr. f. Brauerei 58, 17, 1941; 58, 79, 1941; 
weitere Mitteilungen im Druck. 2 Vel. H. Fink u. I. Krebs, diese Zeitschr. 
299, 11, 1939. 
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giren lieben. Ein Teil dieser Vergleichshefe (1) wurde sofort untersuch Gesam 
ein zweiter Teil erst nach siebentagiger Lagerung im Eisschrank in a 
r ‘ . ei In For 
abgepreftem Zustande und ein dritter Teil nach ebenso langer Auf Frei 
: e da e : reles 
bewahrung in diinnbreiigem Zustande unter Leitungswasser, Di Geh: 
Verhaltnisse bei diesen ohne Aneurinzusatz erhaltenen Bierhefen seiey } 
. n Zunan 
in der Tabetle I vorangestellt. eet 
Aneur1 
Troc 
Tabelle I. 
. Restan 
; Gesamt- Gehalt an Freies Aneurin Was 
Untergiirige Bierhefe, Aneuringehalt freiem Aneurin in % 
Herkunft bzw. Vorbehandlung in y prolg in y pro lg des Gesamt 
Trockensubstanz Trockensubstanz Aneurins D 
: Versuc 
Ausgangshefe (aus dem Vorratsge- ary 
faB der Brauerei) ............. 276 50 90 lien 
Vergleichshefe I (= Ausgangshefe phory| 
unmittelbar nach der Garung aus (286 — 
obigem Ansatz ohne Aneurinzu- hefe. c 
satz, siehe oben) .............. 286 41 14 ‘ | 
Vergleichshefe II (= Vergleichs- neame 
hefe I, aber 7 Tage lang in ab- h 
gepreBtem Zustand gelagert) ... 293 69 23 einer € 
Vergleichshefe III (= Vergleichs- Garlds 
hefe I, aber 7 Tage lang diinn- 
breiig unter Leitungswasser ge- Befun 
RY 8s oe A ma ce ee 287 87 30 
Gesam 
. , 3 ‘ , : : ; Freies 
Es zeigt sich also, daB der Gesamt-Aneuringehalt dieser vier Bier- In © 
‘ ; ‘ fp ; - ‘ ; R /0 
hefen praktisch gleich ist. Die Streuung der MeBergebnisse ist gering 
. . oe . . . . G y 
ein Beweis fiir die gute Reproduzierbarkeit der Bestimmungsmethode yn 
v3 - ¥ s ier 
Die gréBte Abweichung vom Mittelwert (285 y) betragt nur + 3°, io tie 
Ein Verlust an Vitamin B, bei siebentagiger Aufbewahrung ist nicht In % 
feststellbar. : 
. ; : : = : ‘ Zunahi 
Sehr wesentlich sind aber die Unterschiede im Gehalt an freiem Aneuri 
Aneurin. Bei der Original-Betriebshefe ist dieser Anteil mit 90% sehr Troc 
hoch, waihrend er unmittelbar nach der Garung in Glucose nur noch ane 
. Jas 


41 y, d.i. 14% der Gesamtmenge, betragt. Bei der Aufbewahrung der 
Hefe waihrend 1 Woche im Kihlschrank steigt der Anteil an freiem D 
Aneurin wieder an, wobei dieser Anstieg bei der wiisserigen Hefe mit 





i : gral l cem 
87y (30%) etwas gréBer ist als bei der abgepreBten Hefe mit 69y (23 °,). 
sl /0 5 ’ Miinaii ; i in der 
Ahnliche Verhaltnisse finden wir, wie weiter unten beschrieben, bei hefe in 
der Béckerhefe. Als Vergleichshefe fiir die Aneurinansitze, deren an phe 
Ergebnisse in den folgenden Zusammenstellungen aufgefiihrt sind. ec 
muB also die Bierhefe I herangezogen werden. 
sonder 
Gesamt-Vitamin B,-Gehalt der Vergleichshefe 286 yilg Trockensubstanz Bierhe 
Freies Aneurin derselben ................. 4ivi/lg es Ir 


In % des Gesamt-Vitamins B, ............ 14% Aneur: 
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Gesamt-Vitamin B,-Gehalt der ausgewaschenen 
Bierhefe nach der Gairung mit Aneurinzusatz 414 yilg Trockensubstanz 


In Form von fretem Aneurin.............. 100 y/lg - 
Freies Aneurin in °/, des Gesamt-Vitamin B,- 

CNG. ces us SEER O CESS Ld HES ER MHE STO 24% 
BR ia his X sida beh bineiede head ee ae bs 128 y/1g Trockensubstanz 
Aneurinzusatz zu 10,00g Bierhefe (24,14% 

Wem eRBOROOGEE eis see sears ceeee 648 »/200 cem Garlésung 
Restaneurin nach der Garung in der Gar- und 

WP MUBDTINBGIOROIG oc 3 elie os kes bee ee BES 388 y, d.i. 60° der Zugabe 


Die Bierhefe hat also pro 1g Trockensubstanz unter den obigen 
Versuchsbedingungen 128 y Aneurin gespeichert und ist damit auf 145°, 
des Anfangsgehalts angereichert worden. Die Anreicherung an phos- 
phoryliertem Aneurin (Cocarboxylase) betrigt 130%, namlich von 
(286 — 41) = 245y (Vergleichshefe) auf 314. Wiirde man die Ausgangs- 
hefe, die ja nur 25 y phosphoryliertes Aneurin enthielt, als Bezugsbasis 
nehmen, so ergibe sich natiirlich 1300°%, also der zehnfache Betrag. 

In einem zweiten Versuchsansatz, der genau wie oben, jedoch mit 
einer etwa dreimal so hohen Aneurinzugabe, namlich 2164 y, in 200 ecm 
Garlésung auf 10,00 g Bierhefe, angestellt wurde, ergaben sich folgende 
Befunde : 


Gesamt-Vitamin B,-Gehalt der Vergleichshefe 286 /1 g Trockensubstanz 
Freies Aneurin derselben ................- 4ly/lg 
In % des Gesamt-Vitamins B, ............ 14% 


” 


Gesamt-V itamin B,-Gehalt der ausgewaschenen 
Bierhefe nach der Gérung mit Aneurinzusatz 572 y/1g Trockensubstanz 


In Form von freiem Aneurin.............. 139 y/1 g = 
In % des Gesamt-Vitamins B,............ 24% 
SIRI GOBROOEE 8 oe OS Sere ba e's we 286 
Aneurinzusatz zu 10,00 g Bierhefe (24,14% 
POC MOMMUNCNENE 25 05s \ aie codes hea dns oc 2164» 
Restaneurin nach der Garung in der Gar- und 
Ree AION os penis Ca awiere Grebe mere ° 1709 », d. i. 80% der Zugabe 


Die Erhéhung der Aneurinkonzentration von 3 y/lccm auf 10 y pro 
| ccm hatte also eine verstarkte, jedoch nicht proportionale Speicherung 
in der Hefe zur Folge. Im Gesamt-Vitamin B,-Gehalt ist also die Bier- 
hefe in diesem Versuch auf 200°, angereichert worden; die Zunahme 
an phosphoryliertem Aneurin betragt 433 — 245 = 188 y pro 1 g Hefe- 
trockensubstanz, selbst wenn man nicht die Original-Ausgangshefe, 
sondern die unmittelbar nach der Garung in Glucoselésung untersuchte 
Bierhefe zum Vergleich heranzieht. 

In einem dritten Falle erzielten wir bei Einhaltung der gleichen 
Aneurinkonzentration von 10 y/l ccm in der Garlésung einen Gesamt- 
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Vitamin B,-Gehalt von 641 y/1 g Hefetroe cnsubstanz, wobei alle: 
dings der Anteil an freiem Aneurin der Frischhefe, bezogen auf 1 ¢ 
Trockensubstanz, 305 y, d. i. 48° des Gesamt-V'tamins B,, ausmachte. 

Die Vitamin B,-Speicherung und Umwandlung ist unter diesen 
Versuchsbedingungen wie bei der Torula (vgl. Versuchsserie 6 der 
I. Mitteilung, |. c.) verlustlos, wie durch die folgende Bilanz belegt wird: 

Im ersten Falle betrug die Gesamt-Vitamin B,-Zunahme 128 vilg 
Trockensubstanz (s. oben), in 2,414 g¢ Hefetrockensubstanz somit ins- 
gesamt 309 y; als unverbrauchtes Restaneurin in den Gar- und Wasch- 
fliissigkeiten wurden 388 y (s. oben) gefunden. Insgesamt stehen also einer 
Zugabe von 648 y Aneurin 309 + 388 = 697 y gegeniiber, das ist 107 ° 
der theoretischen Menge. Der relativ geringe Uberschu8 von 49 y 
(= 7%) ist wohl durch den MeBfehler vorgetauscht. 

Im zweiten Falle betrug die Gesamt-Vitamin B,-Zunahme 286 y/1 ¢ 
Trockensubstanz (s. oben), in 2,414 g Hefetrockensubstanz somit ins- 
gesamt 2,414 - 286 — 690 y; als unverbrauchtes Restaneurin in den Gir- 
und Waschfliissigkeiten wurden 1709 y (s. oben) wiedergefunden. Ins. 
gesamt stehen also einem Zusatz von 2164 Aneurin 1709 + 690 = 2399 y 
gegeniiber, d.i. 111° der theoretischen Menge (2164). Der relativ 
geringe Uberschu8 von 235 y = 11% der zugesetzten Aneurinmenge 
ist wohl auch hier durch MefB- und Pipettier-Ungenauigkeiten, die bei 
groBen Vitaminmengen mehr ins Gewicht fallen als bei kleinen, vor- 
getduscht. 

Zusammenfassend lift sich also feststellen, daB auch die Bier- 
hefe wahrend der Giarung zugesetztes synthetisches Aneurin verlust- 
los speichert und zum erheblichen Teil in phosphoryliertes Aneurin 
(Cocarboxylase) umwandelt. Man erzielt so ohne Schwierigkeiten Bier- 
hefen, die z. B. 650 y Gesamt-Vitamin B, in 1 g Trockensubstanz ent- 
halten, so daB schon in etwa 1,5 g Hefe die durchschnittliche mensch- 
_liche Tagesdosis von 1 mz enthalten ist. Dieser Befund war insofern 
nicht ganz selbstverstandlich, als die normale Bierhefe mit 250 —290 » 
Vitamin B, in 1 g Trockensubstanz an und fiir sich schon sehr vitamin- 
reich ist. Dazu kommt noch, daB méglicherweise ein Sdttigungszustand 
der Bierhefe auch deshalb in Betracht zu ziehen war, weil die Bierhefe 
in Vitamin B,-haltiger Malzwiirze wachst und gart. 


b) PreBhefe. 


Die Versuchsanstellung war hier ganz ahnlich wie bei der Torula 
und bei der Bierhefe. 10,00 g abgepreBte Brennereihefe (Rasse M des 
Instituts fiir Garungsgewerbe) wurden in 200 ccm einer auf py = 4.5 
bis 4,7 eingestellten Lésung aufgeschwemmt, die aber in diesem Falle 
20 g Melasse (mit 50%, Zuckergehalt), 2 g Nahrsalzgemisch und 411 
Aneurin-Hydrochlorid enthielt, und bei Zimmertemperatur der Garung 
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iiberlassen. Nach etwa 48 ‘tunden wurde die Hefe abzentrifugiert und 
mit je 80—-100 ccm einer 3° igen Nahrsalzlésung (auf py = 4,5 bis 4,7 
gebracht) ausgewascher, Die zuerst abgetrennte Garlésung und die 
Waschwasser wurden quantitativ gesammelt; das darin enthaltene, 
yon der Hefe also nicht aufgenommene Aneurin wurde bestimmt. In 
der anfallenden Hefe wurde sowoh! das Gesamt-Aneurin als auch das 
frei vorliegende bestimmt. Dies geschah natiirlich auch bei der Ver- 
gleichshefe, die wir wie oben bei der Bierhefe in der Weise gewannen, 
daB wir in einem Parallelansatz, jedoch ohne Aneurinzusatz, die Aus- 
gangshefe gleich lange giren lieBen. Wahrend namlich die Ausgangs- 
hefe 40% ihres Gesamt-Vitamin B,-Gehalts als freies Aneurin enthielt, 
betrug dieser Anteil in der Vergleichshefe unmittelbar nach der Garung 
nur 9% (s. unten). Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in der folgenden 
Ubersicht zusammengestellt. 


Gesamt-Vitamin B,-Gehalt der Vergleichshefe 67 y/1 g Trockensubstanz 
Freies Aneurin derselben .................-. 6y/lg s 
In % des Gesamt-Vitamins B, .............. 9% 


Gesamt-Vitamin B,-Gehalt der ausgewaschenen 
PreBhefe nach der Garung mit Aneurinzusatz 211 y/1 g Trockensubstanz 


In Form von freiem Aneurin................ 32 ” 
Freies Aneurin in % des Gesamt-Vitamin B,-Ge- 
ES Rei charg a ok eal & ORK oes Gamo ces 15% 
Zunahme : 
im Gesamt-Vitamin B,-Gehalt ............. 144 y/1g Trockensubstanz 
an phosphoryliertem Aneurin ............. 118 y/lg - 
Aneurinzugabe zu 10,00 g PreBhefe (27,13% 
TTOOHCHSUNGIATIE). < . 0. .ck ck cece Se ewes 411 y/200 cem Garlésung 
Restaneurin nach der Garung in der Gar- und 
Pee MAN TCRMIIC ONG os bio y5 sav 'Sd sald worele Sebi 26 = 6% der Zugabe 


Die Brennerei-PreBhefe hat also unter den obigen Bedingungen 
pro 1g Trockensubstanz 144 y gespeichert; sie ist demnach auf 320°, 
des Anfangsgehalts angereichert worden. Der Gehalt an phosphory- 
liertem Aneurin stieg von 61 y auf 179 y pro g Trockensubstanz, d. i. 
eine Anreicherung auf 300%. 

In einem zweiten Versuch, der genau wie der vorangehende, jedoch 
mit einer dreimal so hohen Aneuringabe, namlich 1233 y Aneurinhydro- 
chlorid angestellt wurde, fanden wir folgendes: 
Gesamt-Vitamin B,-Gehalt der Vergleichshefe 67 y/1 g Trockensubstanz 
Freies Aneurin derselben ...............05- 6y/lg 
In % des Gesamt-Vitamins B, ............. 9% 


” 


Gesamt-Vitamin B,-Gehalt der ausgewaschenen 

PreBhefe nach der Gaérung mit Aneurinzusatz 481 y/1g Trockensubstanz 
In Form von freiem Aneurin............... l4ly/lg ‘a 
Freies Aneurin in % des Gesamt-Aneurins... 30% 
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Zunahme : 
im Gesamt-Vitamin B,-Gehalt ............ 4144/1 g Trockensubstanz 
an phosphoryliertem Aneurin ............ 279 y/lg % 
Aneurinzugabe zu 10,00 g PreBhefe (27,13% 
LPOOMOMBUONOORE) 0505 5h coc cae ka hous ie’ 1233 »/1 g Trockensubstanz 


Restaneurin nach der Garung in der Gar- und 
WV RHOMMUNIONO 535. bk a eed ek eens ve 93 » = 8% der Zugabe 


Die Erhéhung der Aneurinkonzentration von 2 y/1 ccm auf 6 y/l ccm 
hatte also eine sehr verstdérkte Speicherung in der Hefe zur Folge. Im 
Gesamt-Vitamin B,-Gehalt ist also die PreBhefe in diesem Versuch 
auf iiber 700°/, des Anfangsgehalts angereichert worden. 

Der Gchalt an phosphoryliertem Aneurin stieg von 61 y auf 340 y 
pro 1 g Trockensubstanz, d. i. eine Anreicherung auf fast das Sechsfache., 

Auch bei der Brennereihefe ist die Speicherung und Umwandlung 
des zugesetzten synthetischen Aneurins unter den eingehaltenen Be- 
dingungen verlustlos, wie durch die folgende Bilanz belegt wird: 

Im ersten Falle betrug die Vitamin B,-Zunahme 144 y/1 g Trocken- 
Substanz, in 2,713 g Hefetrockensubstanz somit insgesamt 391 y: als 
unverbrauchtes Restaneurin in den Gar- und Waschfliissigkeiten wurden 
26 y wiedergefunden. Insgesamt stehen also einer Zugabe von 411 + 
391 + 26 = 417 y gegeniiber, d.i. 102°, der theoretischen Menge. 

Im zweiten Falle betrug die Vitamin B,-Zunahme 414 y/1 g Trocken- 
substanz, in 2,713 g Hefetrockensubstanz somit insgesamt 1123 y; als 
unverbrauchtes Restaneurin in den Gar- und Waschfliissigkeiten 
wurden 93 y wiedergefunden. Insgesamt stehen also einer Zugabe von 
1233 y (1123 + 93 =) 1216 y gegeniiber, d.i. 99% der theoretischen 
Menge. 

Zusammenfassend laBt sich also als Ergebnis dieses 2. Versuchs fest- 
stellen, daB auch die Brennerei-PreBhefe wahrend der Garung in Melasse- 
. lésung zugesetztes synthetisches Aneurin verlustlos speichert und zum 
erheblichen Teil in phosphoryliertes Aneurin (Cocarboxylase) umwandelt. 
Das Speicherungsvermégen ist im Vergleich zur Torula und zur Bierhefe 
bei dieser Brennereihefe gréBer, da das nicht ausgenutzte Aneurin bei der 
Konzentration von 2 y/1 cem nur 6°/, der zugesetzten Menge (411 y pro 
10g Hefe), bei einer Konzentration von 6 y/lccm auch nur wenig 
mehr, namlich 8°, der zugesetzten Menge (1233 y pro 10g Hefe) be- 
tragt. Bei héherer Aneurinkonzentration halt jedoch die Umwandlung 
mit der Aufnahme nicht Schritt, denn im ersten Versuch enthielt die 
Hefe 32 y (= 15% des Gesamtgehalts), im zweiten aber 141 y (= 30°, 
des Gesamtgehalts) an freiem Aneurin. Aber auch in diesem etwas 
ungiinstigerem Falle war der Gehalt an phosphoryliertem Aneurin mit 
279 y fast fiinfmal so hoch wie in der Ausgangshefe. 
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(ber den Vitamin B,-Gehalt verschiedener Hefen 
und seine Beeintlussung. 
IV. Mitteilung: 

Die Abhingigkeit des Anreicherungseffektes von Dauer und Temperatur 
der Girung sowie Zucker- und Elektrolytkonzentration im Substrat. 
Von 
Hermann Fink und Felix Just. 

Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation der Universitat 
Berlin.) 

(Eingegangen am 13, Juni 1941.) 


Wie wir .in den voraufgehenden Mitteilungen gezeigt haben, 
ist der Vitamin B,-Gehalt der Hefen von zwei Kardinalbedingungen 
abhangig: namlich einerseits vom Stoffwechseltypus (oxybiontisch oder 
anoxybiontisch) und andererseits vom Aneuringehalt der Nahrstoff- 
lésung. Der relativ sehr hohe Vitamin B,-Gchalt der untergdrigen 
Bierhefe erklart sich also einmal daraus, daB die Bierhefe den weitaus 
gréBten Teil ihres Stoffwechsels auf dem Wege der Garung, also anoxy- 
biontisch, vollzieht, wihrend der Atmungsstoffwechsel — obwohl die 
Anwesenheit geringer Sauerstoffmengen fiir das Gedeihen der Hefe 
notwendig ist — mengenmaéBig durchaus in den Hintergrund tritt. 
Den Beweis dafiir erblicken wir in der Tatsache, daB Bierhefe, die im 
Liiftungsverfahren (also betont aerober Stoffwechsel) in ihrem normalen 
Vitamin B,-haltigen Nahrsubstrat (Malzwiirze) geziichtet worden ist, 
nur noch einen Bruchteil des Vitamin B,-Gehalts normaler untergariger 
Bierhefe besitzt. Er naihert sich dem Aneuringehalt der Torula. Weiter- 
hin konnten wir ebenfalls als Beweisargument die Tatsache beibringen, 
daB die gdrende Torula in nur anorganische Salze und Glucose ent- 
haltenden Garlésungen eine deutliche Erhéhung des Vitamin B,-Gehalts 
gegentiber der im Liiftungsverfahren anfallenden Torulahefe zeigt. 
3ei aeroben Bedingungen (Liiftung) ist, wie wir sowohl an der Bierhefe 
als auch bei der Torula fanden, ein geringer Vitamin B,-Gehalt der 
Nahrlésung praktisch belanglos; dahingegen sind Bierhefe, PreBhefe 
und Torula unter anaeroben Umstanden (Garung) imstande, in der 
Nahrlésung angebotenes Aneurin verlustlos zu speichern und in der 
Zelle in phosphoryliertes Vitamin B, (Cocarboxylase) umzuwandeln. 
Diese Befunde sind speziell bei der Bierhefe von praktischer Bedeutung, 
denn diese Speicherung des Vitamins B, ist die Ursache sowohl fiir deren 
relativ hohen Vitamingehalt selbst als auch fiir die ernahrungswirtschaft- 
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lich wichtige Tatsache, daB der Vitamingehalt der zur Bierbereitung her- 
gestellten Malzwiirze im Verlaufe der Garung nahezu vollstandig ver- 
schwindet bzw. in die Hefe wandert, so daB das auf iibliche Weise her. 
gestellte hefesubstanzfreie Bier nahezu vitaminfrei ist. 

Unter Ausnutzung des Speicherungsvermégens der an und fiir sich 
viel vitaminarmeren Torula erzielten wir eine Vitamin B,-angereicherte 
Hefe, die in diesem Bezug der Bierhefe gleichwertig ist. Dieser An- 
reicherung kommt unter gewissen Umstinden technische Bedeutung 
zu. Auch aus diesem Grunde beschaftigen wir uns in dieser Mitteilung 
etwas eingehender mit dem aufgefundenen Speicherungseffekt, um die 
Bedingungen fiir eine méglichst rationelle und damit sparsame Vitamini- 
sierung der Torula ausfindig zu machen. 

Die erwiinschte Rationalisierung hatte vor allem an zwei Punkten 
einzusetzen, namlich erstens bei einer méglichst 6konomischen Garung 
und zweitens bei einer méglichst vollsténdigen Ausnutzung des Aneu- 
rinange bots, 

Es ist von vornherein klar, daB die bei der Torula an und 
fiir sich nicht iibliche, also zusatzliche Gairung, die zum Zwecke der 
B,-Speicherung vorgenommen werden miifte, die Produktionskosten 
einer solchen vitaminisierten Hefe und somit deren Preis noch weiter 
verteuern wiirde, 


yes 


Versuche! zu Einsparungen bei der Giirung. 
a) Selbstgadrung. 


Ein entscheidender Schritt in jener Richtung ware getan, wenn man 
auf eine Vergirung von zugesetztem Zucker iiberhaupt verzichten 
kénnte. An deren Stelle hatte méglicherweise eine Selbstgdrung zu 
treten. Denn eine Aneurinzugabe von notwendig hoher Konzentration 
wahrend des Liiftungs- und Ziichtungsprozesses stellt wegen der fest- 
, gestellten Verluste an teurem Aneurin keine gute technische Lésung 
des Problems dar. Wir priiften nun die obige Méglichkeit, eine Vitamin- 
speicherung bei Selbstgirung der Hefe durchzufiihren, in folgenden 
Versuchsansatzen. 


Vitamin B,-Speicherung von selbstgarender Hefe. 

10,00 g Torula utilis eigener Ziichtung (Trockensubstanzgehalt 
23,41°%; Vitamin B,-Gehalt 21 y/g Trockensubstanz) wurden in 
200 ccm Leitungswasser, in dem 169y Aneurin-Hydrochlorid gelést 
waren, aufgeschwemmt und bei Zimmertemperatur ohne Zuckerzusatz 
48 Stunden lang der Selbstgarung tiberlassen. Entsprechend wie sonst 
wurde die Hefe auf der Zentrifuge abgetrennt und dreimal mit je 80 


1 Bei den Versuchen dieser Mitteilung arbeitete Frl. W. Hénisch mit. 
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bis 100 cem Leitungswasser ausgewaschen. Die Anfangslésung und die 
Waschwasser wurden quantitativ gesammelt und darin das von der 
Hefe nicht aufgenommene ,,Rest‘‘-Aneurin bestimmt. In der aus- 
gewaschenen Hefe wurde sowohl das freivorliegende als auch das Gesamt- 
Vitamin B, bestimmt. 

Ein zweiter Versuchsansatz (b) unterschied sich von dem obigen nur 
dadurch, daB der Aneurinzusatz 634 y betrug. Die Aneurinkonzentration 
war also gegeniiber dem ersten Ansatz von 0,85 /ecm auf etwa das Vierfache, 
nimlich 3,2 y/ecm erhéht. 


Die Ergebnisse sind in der folgenden Aufstellung zusammengefaBt. 


Torula- Ausgangshefe : 





Trockensubstanzgehalt .......... 23,419/ 
oO 
Vebammingeha i. 356 6cn cea Gas ee 21 y/g Trockensubstanz 
SPCIGE ANOUPO cn... cc ci ences < 2y/g = 
in °,, des Gesamtaneurins..... < 10% 
Hefe a Hefe b 


Aneurinzusatz zu 10,00 g Hefe (2,341 ¢ Hefe- 
Trockensubstanz) in 200 cem Leitungswasser 169 634 
; E (=0,85 y/eem) (== 3,17 y/cem) 
Gesamt-Vitamin B,-Gehalt der ausgewaschenen 
Torula nach der Selbstgarung in y pro 1g 


Ce rere er re eee re ere 62 79 
Freies Aneurin derselben in y pro 1 g Trocken- 

RUIN foro vate va clebvas eke Sueteces vax 5 10 
In % des Gesamt-Vitamins B, .............. 8% 12% 

Zunahme 

an Gesamt-Vitamin B, pro 1 g Trockensubstanz 

ares. o's as aoe hai nae te N na hae wa api 41 58 
an phosphoryliertem Vitamin B, in y ........ 38 50 
In der Gar- und Waschfliissigkeit wiederge- 

fundenes, unverbrauchtes Aneurin in y ..... 91 539 
In % des zugesetzten Aneurins (169 y bzw. 634 y) 54 % 85 % 
In der Hefe gespeichert in y ................ 96 136 
In % des zugesetzten Aneurins (169 y bzw. 634 y) 56 % 22% 
Aneurinbilanz* .......... re Tree toe 110% 107 % 


* Anmerkung: Unter der kurzen Bezeichnung ,,Aneurinbilanz’* (110 bzw. 107 %) verstehen 
wir hier und im folgenden die Angabe, wieviel % vom Aneurinzusatz in der Hefe zuziiglich des 
unverbrauchten Aneurins in der Gir- und Waschfliissigkeit wiedergefunden wurde. Sie ist na- 
tiilich gleich der Summe der voranstehenden Prozentzahlen der beiden Anteile. In der Theorie 
muB die Bilanz aufgehen (100%); eine wesentlich erniedrigte Prozentzah! (unter 100 %) zeigt 
einen eingetretenen Aneurinverlust an. Geringere Abweichungen von 100% kénnen auf MeB- 
ungenauigkeiten zuriickgefiihrt werden. 


Diese Versuche zeigen also, daB& bei der Selbstgarung tatsichlich 
ebenfalls eine verlustlose Vitamin B,-Speicherung durch die Torula 
eintritt. Dieser giinstige Befund biiBt jedoch insofern an praktischer 
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Bedeutung wenigstens teilweise ein, als die Anreicherung schon bei einem 
Gehalt der Torula von 60 bis 80y halt macht. Wenn man also Wert 
darauf legt, daB die Torula der Bierhefe im Vitamin B,-Gehalt eben 
biirtig sein soll, ist dieses Ziel auf dem Wege der Selbstgérung nicht 21: 
erreichen. Auch eine Steigerung der Aneurinkonzentration in der 
Suspensionsfltissigkeit fiihrt nicht zu einer erheblichen Verbesserun 
denn die Hefe des zweiten Ansatzes, in dem die Aneurinkonzentration 
auf rund das Vierfache gegeniiber dem ersten Ansatz erhéht war, hat 
nur eine Steigerung des Gesamt-Vitamin B,-Gehaltes von 62 auf 79 y ¢ 
Trockensubstanz zur Folge; dazu macht sich noch ein merkliches pro 
zentuales Ansteigen im Anteil des freivorliegenden Aneurins bemerkbar 
SchlieBlich ist schon hier — wir kommen spiiter noch darauf zuriick 
darauf hinzuweisen, da8 der nicht von der Hefe aufgenommene Ante! 
beim ersten Ansatz tiber 50°%, beim zweiten Ansatz sogar 85° des 
angebotenen Aneurins ausmacht, ein Umstand, der gegen die zweite 
Forderung betreffend méglichst vollsténdige Ausnutzung des Aneu 
rinangebots verstéBt (vgl. weiter unten Selbstgarungsversuche in elektro. 
lytverarmter Hefe). 


b) Ersatz von Glucose durch Holzzucker und Melasse. 


Aus allen diesen Griinden ist also der Anreicherungserfolg bei der 
Selbstgirung nicht recht befriedigend. Zur Erzielung einer der Bier- 
hefe im Vitamin B,-Gehalt vergleichbaren Torula ist die Anwesenheit 
von Zucker notwendig. Im Hinblick auf eine Verbilligung der Gir- 
kosten priiften wir nun, ob an Stelle der Glucose — die wir natiirlich 
bei unseren bisherigen Versuchsansétzen nur zur Einstellung gut de- 
finierter Bedingungen benutzten, wobei es von vornherein klar war, 
da kristallisierte Glucose praktisch zu teuer wire — auch billigere, 
vergirbare Zucker gleicherweise geeignet sind. Es wire in diesem Zu- 
-sammenhang zuerst an Melasse und Holzzuckersirup zu denken. 

Bei Versuchen, die in ganz gleicher, schon mehrmals beschriebener 
Weise angesetzt wurden, nur mit dem Unterschied, daB wir an Stelle 
von 10g kristallisierter Glucose in dem einen Falle 25 g Holzzucker- 
sirup (rund 40 % reduzierbaren Zucker enthaltend), im anderen Falle 20 g 
Melasse (rund 50°% Zuckergehalt) verwendeten, betrug die Aneurin- 
zugabe 642 y/200 ccm Garlésung bzw. auf 10g abgepreBte Torula. 
Die so gewonnenen ausgewaschenen Torulahefen enthielten nach der 
Garung 176 y/g Trockensubstanz (Holzzucker) bzw. 181 y/g Trocken- 
substanz (Melasse). Es lat sich also die reine Glucose bei den B,-an- 
reichernden Géaransaitzen sowohl durch Melassezucker als auch Holz- 
zuckersirup ersetzen. Ob freilich der letzte praktisch in Frage kommt, 


muB bezweifelt werden. Denn die Vitamin B,-Anreicherung wiirde 
doch nur zwecks Veredlung der Hefe fiir den menschlichen Verzehr 
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vorgenommen werden und es erscheint noch fraglich, ob der Holz- 
zuckersirup nach Herstellung, Aussehen und Zusammensetzung den 


Anspriichen in dieser Hinsicht geniigen kann. Zumal — wie wir noch 
zeigen werden — eine relativ sehr hohe Zuckerkonzentration im Géar- 


ansatz zweckmaBig erscheint. Gerade solche hohen Zuckerkonzen- 
trationen (20 °% und mehr) wiirden einer méglichen ,,Verunreinigung 
(z. B. sehr merkliche Dunkelfarbung der Hefe u.a.) Vorschub leisten, 
ja, sie sind nach unseren Versuchen gar nicht anwendbar, weil die Torula 
gegentiber solchen Holzzuckerkonzentrationen empfindlich ist. Sie 
autolysiert dabei sehr rasch. Demgegeniiber erscheint also die Ver- 
wendung der ziemlich billigen Melasse vorteilhafter. 


Hinsichtlich der technischen Forderung einer Verbilligung der 
Garungskosten erschien uns noch ein anderer Weg gangbar: Die Garung 
miBte unter solchen Bedingungen stattfinden, daB der Gdrwmsatz 
méglichst klein ist. Zur Verwirklichung dieses Prinzips stehen mehrere 
Méglichkeiten offen, so z. B. ErhGhung der Zuckerkonzentration in der 
Gairlésung, Garung bei niedriger Temperatur, Verwendung an und fiir 
sich schwer vergarbarer Zucker u.a. Von diesen Méglichkeiten priiften 
wir zunachst die 


Vitamin B,-Anreicherung in hochprozentigen Zuckerlésungen. 


Versuchsansdtze: Jeweils 10,00 g abgepreBte Torula wurden in 
200 ccm einer Lésung (py ~ 4,5) aufgeschwemmt, die 649 y Aneurin- 


Hydrochlorid (d. i. also 3,25 y/eem), 5g Nahrsalzgemisch und ab- 
gestufte Glucosemengen, namlich: 


1. Ansatz: 2g krist. Glucose/200 eem ( 1°, ig) 
me wr; ae): | eee iS: wena) 
ee We: ,, iy RO 5 BE a) 
4 ¥ eS a eh So TO gg) 
5. “ 8. «» jg ee ap 6g 
6. 9 50g ,, »  /200 ,, (25 ,, ) enthielt. 


Diese 6 Ansitze blieben 48 Stunden lang der Garung iiberlassen. 
Die Hefe wurde auf der Zentrifuge abgetrennt und wie iiblich mit je 
80 bis 100 ccm einer 3 °%igen Nahrsalzlésung (py ~ 4,5) gewaschen. 
Die Gar- und Waschfliissigkeiten wurden quantitativ gesammelt und 
der unverbrauchte Rest an Aneurin und Glucose bestimmt. Die Er- 
gebnisse dieser Versuchsserie sind in der folgenden Tabelle angefiihrt. 


Torula-Ausgangshefe : 


Trockensubstanzgehalt ........ 23,58°%, 
Vitamin B,-Gehalt............ 20 y/g Trockensubstanz 
davon als freies Aneurin..... <2y/g bs 
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Tabelle I. 





Glucosegehalt der Girlésung 


0% 1% 5 % 10% 15% 20% 25 9 





Gesamt-Vitamin B,-Gehalt 79 115 145 | 196 | 219 | 235 | 169 
pro 1g Trockensubstanz 


in y | 
Freics Aneurin in % des | 12% | 5% | 6% | 6% | 5% | 4% | 7% 
Gesamt-Vitamins B, 
Zunahme | 
an Gesamt-Vitamin B, iny 58 9 | 12 176 | 199 | 215 | 149 
pro 1g Trockensubstanz | 
Vergorene Glucose in g — |voll- | 6566 | 60 | 40 | 22 | 0,9 
| staén- | 
| dig 
Gespeichertes Gesamt- 112 | 53 69 | 118 | 230 | 392 


Vitamin B,, bzw. auf 1g 
vergorene Glucose in y | 
Bilanz | 
in der Hefe (10,00g) ge- 15% | 35% | 45% 64% 72% 78% | 54% 
speichertes Aneurin in % 
der Zugabe (649 y) 


in » (a) 136 | 224 | 255 415 | 469 | 507 | 363 
Unverbrauchtes Rest- 539 | 388 | 309 | 214 | 188 | 149 | 323 
aneurin (b) in y 
Summe (a) + (b) 675 612 604 629 607 | 656 676 
Aneurinzugabe 634 649 649 649 649 | 649 = 649 
Saldo 
Zugabe — Summe in y |+41 -37 (-45 -20 -42 +7 + 27 
in % der Zugabe +6% -5,5%|-6,8% -3,1% '-6,3%) +1% +4,0°, 


Es zeigt sich also, daB die von der Hefe gespeicherte Vitamin B,- 
Menge sehr wesentlich von der Zuckerkonzentration abhangig ist. Sic 
steigt von 79 y (0% Zucker) fortlaufend an, erreicht bei einer Glucose- 
konzentration von 20% mit 235 y/g Trockensubstanz ein Maximum 
und sinkt auf 169 y/g Trockensubstanz beim Ansatz mit 25% Glucose 
wieder merklich ab. Uberraschenderweise ist die Speicherung und 
Umwandlung des Aneurins nicht abhdngig vom Gdrumsatz, der in 
48 Stunden unter den eingehaltenen Bedingungen bei 10 %iger Glucose- 
nahrlésung mit 6,0 g am gréBten ist. Die Gargeschwindigkeit ist in 
25 “%iger Glucoselésung am geringsten und betragt nur etwa1/, des gréBten 
Wertes. Bezieht man das gespeicherte Gesamt- Vitamin B, — der Anteil an 
freiem Aneurin ist mit etwa 5% des Gesamt-Vitamins B, geringfiigig und 
bei allen Hefen fast konstant, er kann deshalb hier auBer Betracht 
bleiben — auf einen Gairumsatz von 1 g Glucose, so schneiden die An- 


sitze mit 5 und 10% Glucose am ungiinstigsten ab. Der héchste Wert | 
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tritt beim letzten Ansatz (25% Glucose) auf, naémlich 392 y auf 1g 
vergorene Glucose, obwohl diese Hefe an und fiir sich nur 2/, des 
Vitamingehalts derjenigen Hefe besitzt, die in 20 %iger Glucoselésung 
vergoren hat. In bezug Rey die Sparsamkeit im Zuckerverbrauch 
ist also der Ansatz mit 25% Glucose am giinstigsten; hinsichtlich eines 
maximalen Vitamin B,-Gehalts der Hefe ist aber bei relativ gréBerem 
Zuckerumsatz der Ansatz mit 20% Glucose allen anderen iiberlegen. 
Bei ihm wird demgema8 auch der gréBte Teil an angebotenem Aneurin 
in der Zelle gespeichert, namlich 78%. 

Die Aneurinbilanz geht mit 93 bis 104% auf. Die ie 
vom theoretischen Wert 100 % mit maximal — 7% und + 2% — sind 
wohl durch MeSungenauigkeiten verursacht. 

Die biologische Kontrolle lieB keine merklichen Unterschiede im 
Zustand der verschiedenen Torulahefen erkennen. 

Zur Priifung der zweiten Méglichkeit, nimlich durch Anwendung 
schwer oder gar nicht vergarbarer Zucker den Géarumsatz bei der 
Vitamin B,-Speicherung der Torula herabzumindern, machten wir 
folgende Versuchsansatze : 

Ahnlich wie oben wurden 10,00 g abgepreBte Torula in 200 cem 
einer Lésung aufgeschwemmt und bei Zimmertemperatur der Garung 
iiberlassen. Die Lésung (200 cem) enthielt jeweils 2 g Nahrsalzgemisch 
und 649y Aneurin-Hydrochlorid und war vorher durch verdiinnte 
Schwefelsaure auf ein py von etwa 4,5 eingestellt worden. AuSerdem 
enthielt Ansatz I 20 g Galaktose, Ansatz II 20 g Lactose, Ansatz III 20 g 
Maltose und Ansatz 1V 20g Xylose. Es trat nur bei den Ansatzen I 
und III eine sehr schwache CO,-Entwicklung ein. Der Gewichtsverlust 
der Ansitze betrug: 


bei % CEMIBMAONG) oie ie o's ke pan Be 0,29 g CO, 
ia MRM ceca cians new laeiean 0,13 g 
és i SENOS vio ss « wih iw 4: vo ares Gre 0,30 g 
55 CERO coisa ¥en he ele ass wae 0,10 g 


Der Zuckerumsatz war also auBerordentlich gering. Wieder wurde 
nach 48 Stunden der Versuch abgebrochen, die Hefe auf der Zentrifuge 
abgetrennt und ausgewaschen und die Filtrate quantitativ gesammelt. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in Tabelle II zusammen- 
gefaBt (s. folg. Seite). 

Wahrend also ein Zusatz von 10% Lactose bzw. Xylose die 
Vitamin B,-Speicherung nicht begiinstigt — die Hefen aus diesen An- 
sitzen II und IV haben mit rund 60 y/g Trockensubstanz etwa den 
gleichen Vitamin B,-Gehalt wie die des Nullansatzes ohne jeden Zucker- 
zusatz in Leitungswasser —, ist ein deutlicher Effekt bei Ansatz I 
mit Galaktose und Ansatz III mit Maltose zu bemerken, obgleich beide 
Hefen nur einen minimalen Garumsatz bei den eingehaltenen Bedingungen 
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Torula-Ausgangshefe : 


Trockensubstanzgehalt ........ 23,16%, 

Vitamin B,-Gehalt............ 24y/g Trockensubstanz 
davon als freies Aneurin..... < 2y/g - 
ANGUPMSUBADS.. .. 2 6 oe ce cee 649 »/200 cem Lésung 


Tabelle II. 





Ansatz 0 
ohne Zucker, 
Leitungs- 


Ansatz I Ansatz II Ansatz IIL Ansatz |V 
mit 10% mit 10 % mit 10 % mit 10‘ 


wanser Galaktose Lactose Maltose Xylose 
Gesamt-Vitamin B,-Gehalt 7% «6| «207 60 124 64 
in y pro 1g Trocken- 
substanz | 
Freies Aneurin in % des) 12% | 9% 13 % Is, 12% 
Gesamt-Vitamins B, 
Zunahme pro 1g Trocken- ne ee a6 A 40) 


substanz an Gesamt-B, iny 
Bilanz 
In der Hefe (10,00g) ge- 15% 64% 12% | 33% 13 & 
speichertes Aneurin in % 
der Zugabe 


) 


in y (a) 136 | 391 7 «=| 24 86 
Unverbrauchtes Rest- | 539 | 234 605 | 477 561 
aneurin (b) in y | 
Gesamtsumme (a) + (b) 675 =| 625 682 | 691 647 
in y 
Aneurinzugabe in y 634 649 649 | 649 649 
Saldo 
Zugabe-Summe in y +41 pa 24 +33 | +42 —2 
in % der Zugabe +6% | —4% +5% + 6% 0% 


‘hatten. Die ,,Galaktose“-Hefe ist mit etwas tiber 200 y/g Trocken- 
substanz so vitaminhaltig wie eine ,,Glucose‘‘-Hefe (s. 0.), die bei gleicher 
Aneurinkonzentration in 10%iger Glucoselésung gegoren hat. Der 
Vitamingehalt der ,,Maltose“‘-Hefe (III) ist zwar mit 124 y Gesamt- 
Vitamin B, auch betrachtlich, namlich auf das Fiinffache, bezogen auf 
die Ausgangshefe, gesteigert, bleibt aber hinter der sonst bei dieser 
Aneurinkonzentration von etwa 3 y/ccm in Glucoselésungen erzielbaren 
Anreicherung zuriick. Wir sind zur Zeit dabei, den EinfluB der Maltose- 
konzentration in dieser Hinsicht zu studieren, méglicherweise alt 
sich ein Optimum finden. 

Die biologische Kontrolle1 ergab, daB die Hefen der obigen Ansitze 
bei der Garung normal und ohne Infektion geblieben sind. Gewisse 


1 Ausgefiihrt von Fraulein Riedel im Biologischen Laboratorium des 
Herrn Glaubiiz, wofiir wir auch hier unseren besten Dank aussprechen. 
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Erfahrungen bei diesen Versuchen deuteten darauf hin, daB die ver- 
wendete Torula méglichst frisch sein muB. 

Die Vitaminbilanz geht auch bei diesen Garversuchen auf. Ver- 
luste an Aneurin treten also nicht ein. 

Die Ergebnisse der vorstehenden Versuche 6ffnen also praktisch 
brauchbare Wege, die Garung, welche zwecks Vitaminanreicherung 
von Torula beim Angebot von Aneurin nebenher lauft, rationeller und 


' damit billiger durchzufiihren. Wenn man auf eine méglichst hoch- 


getriebene Vitaminisierung keinen Wert legt, geniigt es, die Torula in 
der aneurinhaltigen Lésung einer Selbstgarung zu iiberlassen. Eine 
weitgehendere Anreicherung erzielt man, wenn man der Hefe zucker- 
haltiges Substrat zusammen mit dem Aneurin anbietet; dabei kann 
Glucose durch billigere Zucker, wie z. B. Holzzucker oder Melasse- 
zucker, ersetzt werden. Zweckmiabig ist es weiterhin, wenn man ziemlich 
hochkonzentrierte Zuckerlésungen (20°%ig und mehr) anwendet, da 
man unter dieser Bedingung den Garumsatz, also den Zuckerverbrauch, 
niedrig halt und die so vorbehandelte Hefe sehr vitaminreich wird. 
Den TemperatureinfluB auf Garumsatz und Aneurinspeicherung be- 
sprechen wir im Nachtrag zu dieser Arbeit. SchlieBlich kann der Gar- 
umsatz dadurch verringert werden, da8 man Lésungen schwer vergar- 
barer Zucker (Galaktose, Maltose) wahlt. Der Zusatz notorisch unver- 


_ girbarer Zucker (fiir Torula), wie z. B. Xylose oder Lactose, ist wirkungs- 








los; die Vitaminisierung der Torula ist in solchen Zuckerlésungen nicht 
héher als bei ihrer Selbstgirung in Leitungswasser. Damit ware eine 
wichtige Teilaufgabe gelést und wir kommen nun zu dem zweiten Punkt, 


den wir schon im vorangehenden andeuteten: namlich Rationalisierung 


der Vitaminanreicherung durch méglichst vollstaéndige Ausnutzung des 
Aneurinangebots. 

Der wichtigste Befund, den wir in dieser Hinsicht erhoben, war die 
Tatsache, daB man das Aneurin nicht zur wachsenden, beliifteten Hefe 
wahrend der Ziichtung zusetzen darf, weil dabei sehr erhebliche 
(Oxydations- ?)Verluste auftreten. Vermeidet man das Liiften der Hefe 
nach Zusatz des Aneurins, so tritt wahrend der nun einsetzenden 
sauerstofflosen Phase des Stoffwechsels, die entweder in einer Selbst- 
girung oder in einer Vergérung von Substratzucker bestehen kann, 
eine verlustlose Aneurinspeicherung und Umwandlung ein. 

Trotzdem also dieser AnreicherungsprozeB verlustlos ist, kann 
man noch nicht von einer vollstandigen Ausnutzung des an- 
gebotenen Aneurins im praktischen Sinne sprechen, weil ja aus der 
Garlésung nicht simtliches Aneurin verschwindet bzw. in die Hefezelle 


_hineingeht. Am giinstigsten verhalt sich, wie wir zeigten, in diesem 
| Belang die BackerpreBhefe, die iiber 90° des in der Garlésung vor- 


handenen Vitamins B, im untersuchten Konzentrationsbereich von 2 
bis 6 y/eem aufnimmt. Am schlechtesten schneidet darin die an und fiir 


15* 
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sich schon sehr vitaminreiche Bierhefe ab. Das iibrigbleibende, im Giar- 
substrat geléste Aneurin darf natiirlich aus Griinden der Rationalitit 
nicht verloren gehen, so da man gegebenenfalls die abgetrennte 
Garlésung nach Zusatz der verbrauchten Aneurinmengen wieder 
verwenden wird, wobei man, um unzweckmafige Verdiinnungen zu 
verhindern, das Auswaschen der Hefe vermeiden wird. (Noch ein 
Grund gegen die Anwendung von Holzzuckersirup als Géarsubstrat 
und zugleich ein Grund dafiir, den Garumsatz méglichst klein zu halten, 
um die Alkoholkonzentration nicht zu hoch zu treiben bzw. um ein 
Abdestillieren des Alkohols unnétig zu machen.) Die unvermeidlichen 
Verluste bei der Wiedergewinnung der Restlésungen werden um so mehr 
ins Gewicht fallen, je hoher die Aneurinkonzentration ist. Deshalb er- 
scheint die Tendenz, im Verhaltnis zam Volumen méglichst kleine Aneu- 
rinzusaitze zu wahlen, zweckmaBig. Tatsachlich ist es auch aus diesem 
Grunde nicht lohnenswert, die Aneurinkonzentration iiber Gebiihr zu 
steigern, weil die Speicherung und Umwandlung in der Zelle damit nicht 
Schritt halt. Unsere Versuche zeigten, da8 bei einer z. B. achtfachen Er- 
héhung der Aneurinkonzentration (von 3 y/ecm auf 25 y/cem) bei 
sonst gleicher Versuchsanstellung (20 %ige Glucoselésung) der Gesamt- 
Vitamin B,-Gehalt der Torula auf nur 300 bis 350y/g Trockensubstanz 
stieg, wahrend die Hefe bei Anwendung der kleineren Aneurinzugabe 
(3 y/eem) auch schon 220 bis 240 y/g Trockensubstanz enthielt. Im 
ersten Falle war aber nur 16% vom angebotenen Aneurin, im anderen 
Falle jedoch 80% von der Hefe ausgenutzt, d.h. gespeichert worden. 

Wir beschaftigten uns aus diesen Erwagungen heraus mit dem 
Problem, wie man méglicherweise eine vollstandige Aufnahme des 
angebotenen Aneurins durch die Hefe erzwingen kénnte. Wir dachten 
u.a. daran, daB es an mangelnder Permeabilitét der Zellwande lage. 
wenn die Hefe nicht praktisch simtliches vorhandenes Aneurin in sich 
aufnimmt. Wie H. Fink! am Beispiel der Methylenblaufarbung von 
Hefezellen zeigte, kann man durch Mangel an Elektrolyten und in Gegen- 
wart von Zucker eine starkere Erhéhung der Permeabilitat erzielen. 
Unter Anwendung dieser Erfahrung stellten wir entsprechende Versuche 
zwecks Vitamin B,-Anreicherung in der Hefe an. 


Versuchsansatze mit elektrolytverarmter Hefe 
ohne Zuckerzusatz. 


a) Frische Torulahefe eigener Ziichtung wurde dreimal mit jeweils 
der etwa dreifachen Gewichtsmenge destillierten Wassers? auf der 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 195, 215, 1931. — ? Im Hinblick auf die 
mégliche technische Anwendung verzichteten wir bei diesen Versuchen aut 
die Anwendung von Leitfaihigkeitswasser. 
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Zentrifuge griindlich gewaschen. Die gewaschene, an Elektrolyt ver- 
armte Hefe wurde wie folgt weiterbehandelt: 10,00 g Hefe (Trocken- 
substanzgehalt 17,62 %; Vitamin B,-Gehalt 21 y/g Trockensubstanz) 
wurden in 200ccm destilliertem Wasser, in welchem 169y (d.i. 
¢ — 0,85 y/eem) Aneurin-Hydrochlorid gelést waren, suspendiert und 
48 Stunden lang der ,,Selbstgarung‘: tiberlassen. 

b) Ein Parallelansatz unterschied sich von dem obigen nur durch 
die Erhéhung der Aneurinkonzentration von 0,85 y/ecm (a) auf 
3.2 y/cem (b), d.i. ein Aneurinzusatz von 634 y fiir 10,00 g Hefe in 
200 eem dest. Wasser. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle III 
zusammengefaBt. 


Ausgangshefe: in dest. Wasser gewaschene Torula: 


Trockensubstanzgehalt ........ 17,62%, 
Vitamingehalt............0665. 21y/g Trockensubstanz 
davon freies Aneurin ........ <2y/g a 

in °%, des Gesamt-Vitamins B,. 10°, 

Aneurinzugabe .............. 169» (a); 6384 (b) 


Tabelle IIT. 





Ansatz a Ansatz b 
Gesamt-Vitamin B,-Gehalt nach dem Versuch 
in y pro 1g Trockensubstanz .............. 62 135 
Davon freies Aneurin in y ...............008. 15 55 
In % des Gesamt-Vitamins B, ................ 24% 41% 
Zunahme 
an Gesamt-Aneurin in y pro 1g Trockensubstanz 41 114 
an phosphoryliertem Aneurin in y pro 1g Trocken- 
NEE oisig o's WANES ve ae Lhe aon Cd o.e GC etp<s 29 61 
Bilanz 
in der Hefe (10,00 g) gespeichertes Aneurin 
Se eee ee eee eee 42% 32% 
So SSS Serena eee EME KE SEs Ook eae 72 201 
Unverbrauchtes Restaneurin (B) .............. 51 295 
eT en ee 123 496 
ES A ae ener er er ere 169 634 
Zugabe — Summe in y ................ ese eeees — 46 — 138 
ROM MOMEUE ssc oescccecescectceweceeie wists — 26% (!) | — 22% (3) 


Im Ansatz a) mit der kleineren Aneurinkonzentration von 0,85 y 
pro 1 cem enthielt also die Hefe 62 y Gesamt-B, in 1 g Trockensubstanz 
und ist damit in ganz ihnlichem Mae angereichert wie bei den Ansatzen 
mit Selbstgirung in Leitungswasser oder bei denen mit Zusatz von 
unvergirbaren Zuckern (Xylose, Lactose) und Nahrsalzen. Der Anteil 
an freiem Aneurin ist mit 24% etwas erhdht, so daB der eigentliche 
erstrebte Zuwachs an phosphoryliertem Aneurin mit 29y pro lg 
Trockensubstanz sehr niedrig ist. Bei der Bilanz fehlen bei diesem 
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Ansatz a) und auch bei Ansatz b) 22 bis 26 % des zugesetzten Aneurins, 
Dieser Verlust ist als reell anzusprechen, da er iiber die normalerweise 
beobachteten MeBungenauigkeiten weit hinausgeht. 

Im Ansatz b) mit der héheren Aneurinkonzentration von 3,2 y/ecm 
ist zwar der Gesamt-Aneuringehalt etwa verdoppelt, jedoch ist der 
Anteil an freiem Aneurin mit 55 y/g Trockensubstanz (d. i. 41% 
Gesamt-Vitamins B,) anomal hoch. Auf diese Weise betragt der Zuwachs 
an umgewandeltem Aneurin nur 61 y/g Trockensubstanz und liegt etwa 
gleich hoch wie in Hefen ohne Auswaschen nach Selbstgérung. Die 
Ausnutzung der Aneurinzugabe ist mit 30 bis 40 % niedrig; auBerdem 
treten, wie schon erwahnt, echte Verluste an Aneurin ein. Insofern 
ist die Verwendung von elektrolytverarmter Torula bei der Vitamin. 
anreicherung von keinerlei Vorteil. 

Trotz diesem negativen Befunde priiften wir in den folgenden 
Versuchsansdtzen mit elektrolytverarmter Hefe und Zuckerzusatz den 
Einflu8 beziiglich Vitaminspeicherung. 


des 


a) Frische Torulahefe eigener Ziichtung wurde dreimal mit jeweils 
der etwa fiinffachen Gewichtsmenge destillierten Wassers auf der 
Zentrifuge griindlich gewaschen. Die gewaschene, an Elektrolyt ver- 


T orula-Ausgangshefe : 


Trockensubstanzgehalt ........ 18,28%, 
Vitamin B,-Gehalt ............ 21 y/g Trockensubstanz 
davon freies Aneurin ........ <2y/g 99 


Aneurinzugabe zu 10,00 g Hefe 
5°,iger Glucoselg. a) 173 y bzw. b) 648 y 


in 200 eem 5 
Tabelle IV. 





Hefe a Hefe b 
Gesamt-Vitamin B,-Gehalt in y pro 1g Trocken- | 
IMME kegs ah tSatateatg hip sie sbi rstars a OG SU eins 101 | 141 
Davon freies Aneurin in y .................0-. ' 14 | 20 
In % des Gesamt-Vitamins B,; ................ 14% | 14% 
Zunahme 
an Gesamt-Vitamin B, in y pro 1g Trocken- 
I eit a nl ear halane Snes een Cee 80 | 120 
an phosphoryliertem Vitamin B, in y ......... 68 101 
Bilanz 
in der Hefe (10,00 g) gespeichertes Aneurin 
Sh Se OP CMO Soa ec y sarin cela pe ees 84 % 35% 
ONSe a patente eae Fa PE AR ORAS paring sie ele | 146 219 
Unverbrauchtes Restaneurin (b) in y .......... 33 476 
Saar 10) A i ss a i cas ee beds | 179 | 695 
oR ENS GaN OPI aa ap SN GASP RAED MRP 173 648 
Saldo | 
Summe — Zugabe in y_ ......00 cece cece ces | +6 +47 
in 9 ek aga’ a is BON ad AS ee eee ecedis il +36% | +7% 
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armte Hefe wurde wie folgt weiterbehandelt: 10,00 g Hefe (Trocken- 
substanzgehalt 18,28 °/,; Vitamin B,-Gehalt 21 y pro 1 g Trockensub- 
stanz) wurden in 200 cem dest. Wasser, worin 10 g reinste Glucose und 
173y (d.i. 0,86 y/ecm) Aneurin-Hydrochlorid gelést waren, suspendiert 
und 48 Stunden lang der Girung iiberlassen. Es trat eine kaum 
merkliche CO,-Entwicklung ein. 

b) Ein zweiter Ansatz unterschied sich von dem obigen nur da- 
durch, daB der Aneurinzusatz 648 y Aneurin-Hydrochlorid betrug. 
Die Aneurinkonzentration war also im Vergleich zu Ansatz a) von 
0,86 y/cem auf etwa das Vierfache, namlich 3,2 y/ecm erhéht. Die Er- 
gebnisse sind in der vorstehenden Tabelle [IV zusammengefaBt. 

Der ganze Befund lat keine wesentlichen Unterschiede im Ver- 
halten der elektrolytverarmten Torula bei der Garung in 5 %iger 
Glucoselésung im Vergleich zur Garung unter gleichen Bedingungen 
aber mit Nahrsalzzusatz erkennen. 


Speicherung und Umwandlung des Aneurins 
als Funktion der Gardauer. 

Im Rahmen dieses ganzen Fragenkomplexes war es weiterhin von 
Wichtigkeit, die Speicherung und Phosphorylierung des der Hefe an- 
gebotenen Aneurins als Funktion der Zeit festzulegen. 

Zu diesem Zweck wurde folgende Versuchsserie angesetzt: Je 
10,00 g frische Torula eigener Ziichtung (Trockensubstanzgehalt 22,42 % ; 
Vitamin B,-Gehalt 24,3 y/g Trockensubstanz) wurden in 200 ccm 
einer Lésung aufgeschwemmt, die jedesmal genau die gleiche Menge 
an Glucose (20,0 g), Nahrsalzgemisch (4,0 g) und Aneurin-Hydrochlorid 
(900 y) enthielt und auf ein py von 4,5 eingestellt war. Diese Ansitze 
standen nun verschieden lange Zeit bei Zimmertemperatur auf Garung, 
und zwar 


1. Ansatz 2 Stunden 4. Ansatz 16 Stunden 
oe eee | ee =n 
3. ory 8 .* 6. 9° 64 9? 


Die Hefen wurden nach den angegebenen Garzeiten auf der Zentrifuge 
abgetrennt, wie iiblich ausgewaschen und in ihnen der Gesamt- 
Vitamin B,-Gehalt wie auch das freivorliegende Aneurin bestimmt. 
Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in der folgenden Tabelle V 
zusammengestellt. 

Es zeigt sich also, daB die Speicherung wnd die Phosphorylierung 
des Aneurins schon wahrend der Angarung, und zwar beide Prozesse 
gleichzeitig, erfolgen. Nach achtstiindiger Gardauer ist das Maximum 
schon erreicht. Die Aufnahme ist nicht von dem Ausmaf des Gar- 
umsatzes abhangig, was die Befunde bei den Ansatzen mit hohen Zucker- 
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Ausgangshefe : 
frischgeziichtete Torula ...... 10,00 g 
Trockensubstanzgehalt ....... 22,42% 
Gesamt-Vitamin B,-Gehalt ... 24,3 y/g Trockensubstanz 
davon freies Aneurin ........ < 2/g 
in ©, des Gesamt-Vitamins B, 10°; 
Aner susate ss oo.) ok 900 + /200 ccm, 


d.i. 4,5 y/ecm 


Tabelle V. 





Ausgewaschene Torula nach einer Girdauer von 





2 Std. | 4 Std. 8 Std. | 16 Std. | 32 Std. | 64 Std, 


Gesamt-Vitamin B,-Gehalt in y pro 


1 g Trockensubstanz .......... 152 241 | 306 | 302 | 287 268 
Freivorliegendes Aneurin in y pro 

1 g Trockensubstanz .......... 9 9 7 6 7 
in % des Gesamt-Vitamins B,... | 5% | 4% | 3% | 2% | 2% | 2% 

Zunahme 

im Gesamt-Vitamin B,-Gehalt in 

pro 1g Trockensubstanz ...... 128 | 217 | 282 | 278 | 263 | 244 
an phosphoryliertem Aneurin in y 123 210 | 275 | 273 259 239 
Vergorene Glucose in g .......... 0,09 | 0,24 | 0,68 | 2,62 | 7,01 8,58 
Gespeichertes Vitamin B,, bez. auf 

lg vergorene Glucose in y ..... 3185 | 2025 | 930 | 238 85 66 


Zuwachs an phosphoryliertem Aneu- 
rin in 10,00g Hefe, bez. auf 1g 
vergorene Glucose in y ........ 3062 | 1960 | 905 | 233 83 64 


konzentrationen bestiatigt. Bei zweistiindiger Géarzeit betragt der 
Zuwachs an Gesamt-Vitamin B, bzw. phosphoryliertem Aneurin, be- 
zogen auf 1g vergorene Glucose, 3185 bzw. 3062 y bei einer Gesamt- 
anreicherung von 152y/g Hefetrockensubstanz. Dieses giinstigste 
Verhaltnis sinkt mit fortschreitender Garung, wobei jedoch nach 
8 Stunden die héhere Vitamin B,-Anreicherung von 306 y/g Trocken- 
substanz, also eine Verdoppelung im Vitamin B,-Gehalt gegeniiber 
jener Hefe, erzielt ist. 


Nachtrag. 
(Eingegangen am 29. August 1941.) 
Als wir nach einer notwendig gewordenen Unterbrechung die 
Versuche zur 
Priifung des Temperatureinflusses auf die Vitamin B,-Speicherung 
wieder aufnahmen, stieBen wir anfangs auf friiheren Beobachtungen 


widersprechende Befunde. Wir dehnten desha!b diese Versuche iiber 
langere Zeit und mehrere aufeinanderfolgende Hefefiihrungen aus, um 
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bei dieser Gelegenheit gleichzeitig die Reproduzierbarkeit des An- 
reicherungseffektes zu kontrollieren und sicherzustellen. Das Studium 
des Temperatureinflusses auf die Vitamin B,-Speicherung war, wie 
schon erwahnt, desha!b von Interesse, weil eine Temperaturerniedrigung 
die einfachste Méglichkeit ist, den Garumsatz waihrend der Aneurin- 
anreicherung in Zuckerlésungen herabzusetzen, um dadurch den An- 
reicherungsprozeB 6konomischer zu machen. 


Versuchsanstellung. 


Ahnlich wie in den fritheren Versuchen wurden jeweils in 200 cem 
einer Lésung eine 2,50g Trockensubstanz entsprechende Menge an 
abgepreBter Torula (etwa 10—11 g) aufgeschwemmt und bei der jeweils 


angegebenen Temperatur der Garung iiberlassen. Die Lésung (200 ccm) 


Tabelle VI. Ausgangshefen vor der Anreicherung. 





Gesamt- a ee 
Trocken- Vitamin B,- — ae = 
Herkunft substanz Gehalt iny | “ges Gesamt- 
in % prog yeti 
‘ Trockensubstanz Aneurins 

Torula U, in Glucose geziichtet ...... 23,46 21 9 

»  U,, 1. Fiihrung aus U in Glucose 24,42 23 8 

Prom | Mey’ 3 os in Glucose .... 23,83 20 9 

i, Uae ow, mw. cpsee BBG 20 10 

en egy c Pe ap oon 23,45 19 10 

” U;, 5. ” ” ” sees 23,88 21 10 

sy gs 6- as Pooenaee wens 23,12 22 11 

%” U,, 7 ” ” ” 24,04 20 9 

Torula R,, in Glucose geziichtet..... 22.96 24 10 

» Ry, 2. Fiihrung in Glucose .... 22,81 22 10 

iG Eee ae 29 10 

TY Ry, 4. ” ” ” cote 24,05 | 23 11 

” R;, 5. ” ” ” eee 23,76 19 8 

” Rg, 6. ” ” ” 22,54 22 9 

Torula U,,, 1. Fiihrung von U; in Ber- 

ET OOMOE oo o:5 hh bs bos ha Nw e's fl 24,35 26 9 
Torula Uy,, 2. Fiihrung in Bergius- | 

ME a ates alae s'® 50 ta eee res | 23,61 18 10 
Torula U,),, 3. Fihrung in Bergius- || 

GER A oie Saad cba tide ae albaberg a | 23,81 21 11 
1] 

Torula R,,, 1. Fiihrung von R, in Ber- 

ere ee ree re | 23,89 27 9 
Torula Rgy, 2. Fahrung in Bergius- | 

MSE cc oro vate ceed veel | 24,28 20 10 
Torula Roy, 3. Fiihrung in Bergius- ' 

ae Aare sare geese meets cee 24,06 22 10 


Torula A, 6. Fiihrung in Acetaldehyd 
WM GUNUTEE cele tee ene 22,16 9 i 
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enthielt jeweils 2g Nahrsalzgemisch, 20 g Glucose (also 10%ig) und 
1000 y Aneurin-Hydrochlorid (¢ = 5y/ecm) und war vorher durch 
Zugabe einiger Tropfen verdiinnter H,SO, auf ein px von 4,5 bis 4,7 
eingestellt worden. Nach jeweils 40 Stunden wurde der Versuch ab- 
gebrochen, die Hefe auf der Zentrifuge abgetrennt und ausgewaschen. 
In der Hefe wurde das Gesamt- und das freie Aneurin in schon be- 
schriebener Weise bestimmt. Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind 
in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 

Wie schon durch die Bezeichnungen in der vorstehenden Tabelle 
angedeutet, wurden also der Torula-Stamm U’, der fiir die Versuche in 
unseren voraufgehenden Mitteilungen verwendet worden ist, und ein 
anderer Stamm R& 7- bzw. 6mal im Stutzenversuch nach Fink und 
Krebs (1. c.) in Glucose weitergeziichtet. Die Hefen U, bzw. Rg dienten 
als Stellhefe fiir die Ziichtungen der Hefen Us, bzw. R7zxg in Bergius- 
Zucker an Stelle von Glucose, die dann auch in Bergius-Zucker weiter- 
gefiihrt wurden. Der Gesamt-Aneuringehalt dieser 20 Hefen lag in 
Bestatigung friiherer Feststellungen in den Grenzen von 18 bis 27 y, 
im Durchschnitt bei 22 y pro g Hefe-Trockensubstanz. Eine Ausnahme 
macht die Torula A, die von M. Ross nach 6maliger Fithrung in Acet- 
aldehyd als alleiniger C-Quelle gewonnen wurde. Sie hat mit nur 
9 y/g Trockensubstanz einen ebenso niedrigen Vitamin B,-Gehalt wie 
die seinerzeit untersuchte ,, Alkohol‘‘-Hefe 11. Fiihrung!. Bei simtlichen 
Hefen machte der Anteil an fretem Aneurin rund 10° vom Gesamt- 
Aneurin aus. 

Die Ergebnisse der Anreicherungsversuche, die jeweils in der 
gleichen, oben beschriebenen Weise durchgefiihrt wurden, sind in den 
folgenden Tabellen zusammengestellt. 

Im Gegensatz zu fritheren Befunden mit Hefen vom Stamm U war 
also der Anreicherungseffekt bei den Hefen U, U, und U, tiberraschender- 
weise anomal niedrig. Bei der nachsten Fiihrung von U, ging das 
Speicherungsvermégen, wie das Ergebnis bei U, zeigt, wieder sprunghaft 
in die Héhe. Eine biindige Erklarung dafiir kénnen wir nicht angeben, 
zumal wir im weiteren Verlauf der Versuche diese Erscheinung bis jetzt 
nicht wieder beobachteten. Der andere Stamm R verhielt sich von 
Anfang an iibereinstimmend mit unseren bisherigen Befunden. Immerhin 
lieB die Reproduzierbarkeit des Anreicherungseffektes auch bei diesen 
R-Hefen zu wiinschen iibrig, so daB eine eingehendere Priifung derselben 
notwendig war. 

Zunachst muBte festgestellt werden, ob gleiche Hefen bei Einhaltung 
gleicher Bedingungen iibereinstimmende Effekte ergaben. Zu diesem 
Zweck machten wir bei Parallelansatzen (I und IT) je zwei voneinander 
unabhangige Doppelbestimmungen (a, b). 





1 Vgl. diese Zeitschr. 302, 1, 1939. 
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Tabelle VII. Anreicherung bei 20°. 





Gesamt-Aneurin- Freies Aneurin 
gehalt in y Sun RE 
in % vom 


Vergorene 


pro g Hefe- Zuckermengen 


Trockensubstanz a Gesamt-Aneurin me 

Bee sh Tes 54 5 9 3,6 
5-2) eee 68 6 9 3,8 
a) 1 em eA cs 67 7 10 3,6 
eee Sasa bes 176 12 7 3,9 
i rere 234 24 10 3,9 
oS Sores 258 18 7 4,3 
Er ee wise sks has 198 13 7 3,9 
et ree 172 9 5 4,0 


Tabelle VIII. 





Aneuringehalt der angereicherten Hefen in ; Vergorene 








pa pro g Hefe-Trockensubstang 3 uckermenge 
des Giir- Parallelansatz I Parallelansatz II vais 
ansatzes |— oan 
a b Mittel I a b Mittel IT I II 
Hefe R, 9° 106 «116 11+ 5 125 117 1214 4. 0,0 0,0 
» Ry | 30° | 203 | 185 194+ 9 212 206 2094 3 74 7,4 
ie 9° 187/185 186+ 1 204 224 214410 02 03 
» Us | 30° | 258 | 232 245413 254 | 232 243411, 9,8 10,1 


Der MeBfehler der Doppelbestimmungen (a, b) betragt also maximal 
5%, die Abweichung der Mittelwerte der Parallelansitze (I, IT) 
vom Gesamtmittel maximal -- 7° (bei U;, 9°). Der Anreicherungs- 
effekt bei gleicher Ausgangshefe unter sonst gleichen V ersuchsbedingungen 
ist also an und fiir sich reproduzierbar, dahingegen ist, wie die Tabellen VIT, 
VIII und IX zeigen, die Reproduzierbarkeit bei verschiedenen Ausgangs- 
hefen, selbst wenn sie unter ganz ahnlichen Bedingungen geziichtet 
werden, sehr merklich gestért. Unsere friiheren Ergebnisse bleiben 
davon unberiihrt, da wir jeweils fiir jede Versuchsserie die gleiche Hefe 
verwendeten. 


Die Temperaturabhingigkeit der Aneurinspeicherung 
erhellt aus der folgenden Tabelle IX. 


Der Gehalt der angereicherten Hefen an freiem Aneurin wurde zu 
5 bis 8°, des Gesamt-Aneurins gefunden. Diese Anteile bzw. die dies- 
beziiglichen Unterschiede sind praktisch belanglos, so daB eine nahere 
Eroérterung tiberfliissig erscheint. 

Betrachten wir nun zunachst an Hand der Tabelle [X die Reprodu- 
zierbarkeit des Anreicherungseffektes, so fallen die groBen Abweichungen 
bei den verschiedenen Fiihrungen trotz gleicher Bedingungen auf. So 
schwankt der Gesamt-Aneuringehalt z. B. der zehn, unter sonst gleichen 
Bedingungen (bei 9°) vorbehandelten Hefen zwischen 82 und 198 y, 
wahrend das Mittel bei 131 y pro g Trockensubstanz liegt. Bei den 
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Tabelle IX. 


Anreicherungsansitze wie oben beschrieben. Temperatur wie angegeben. 





Cesamt-Aneuringehalt in ; 
pro g Hefe-Trockensubstanz bei 


Hefen Maia ara er ee See A 
20 go 20° 300 20 go 20° 300 

U; 69 112 176 191 0,0 0,3 3,6 9,9 
U, “4 106 182 197 0,0 0,5 3,4 | 10,2 
U; - 200 — 244 — 0,3 10,0 
Us a 148 ~ 270 _ 0,0 me 7,5 
U, — 107 _ 222 _ 0,4 = 6,7 
Ry 64 198 258 280 0.0 1,0 3,9 8,2 
Rs 79 135 172 | 206 0.0 0,2 4,0 9,9 
R, — 116 ~ 201 — 0,0 - 7.4 
Rs; — 102 — 221 sae 0,0 8.4 
Ry _ 82 _ 195 || — 0,0 — 9,1 


Mittelwerte der j i ‘ . 
"Alesse Talen | 7 | 131 197 223 | 00 | O38 3,7 8,7 


Sa — | 198 & Jee Pee 
Ug, _ 90 — | 164 ~ 0,2 7,6 
Uios _ 112 —~ 4 1868 0.4 -- 8,2 
Rep — | 20, — | 364] — | 28) — | 151 
Ris — | 119; — | 216) — | 02 - | 89 
Rox uals bh 143 — 204 ; Boas 0,2 _ 7,8 

Mittelwerte der ,,Ber- | 

gius-Zucker-Hefen | 153 ks 233 oi 0,7 9.4 
A 12 15 14 16 0,0 | 02 05 | 08 


Hefen der 4, Spalte (Giransatz bei 36°) sind die Schwankungen zwar 
nicht ganz so betrachtlich, aber immerhin noch sehr deutlich: Kleinster 
Wert 191 y, gréBter Wert 280 y, Mittel der 10, bei unter sich gleichen 
Bedingungen angereicherten Hefen 223 y pro g Trockensubstanz. Die 
Umziichtung der Hefen U, und Rg von Glucose auf Bergius-Zucker war 
im Mittel der sechs untersuchten Hefen ohne erheblichen Einflu8 auf 
den Speicherungsproze8. Auffallig ist das besonders starke Aufnahme- 
vermégen der Hefen Ug, und R;, (jeweils 1. Fiihrung in Bergius- 
Zucker), das bei der Fortziichtung nicht bestehen bleibt. Véllig aus 
dem Rahmen fallt die letzte ,,Acetaldehyd‘‘-Hefe A, die fast iiberhaupt 
kein Aneurin speicherte. Die Zunahme betrug nur 3 bis 7y pro g 
Trockensubstanz. 

Was nun die Abhangigkeit des Anreicherungseffektes von der 
Temperatur anbetrifft, so lé8t sich trotz der festgestellten groBen 
Schwankungen bei den einzelnen Fiihrungen eindeutig sowohl bei jeder 
Hefe fiir sich als auch bei den Mittelwerten iiber 16 Hefen feststellen, 
daB mit héherer Temperatur der Vorbehandlung der Anewringehalt 
betrdchilich ansteigt. Wie nicht anders zu erwarten, vergréBert sich 
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mit der Temperatur auch der Garumsatz. Aneurinanreicherung und 
Garumsatz sind jedoch nicht proportional. So steigt im Mittel der 
Aneuringehalt von 131 y (bei 9°) um rund die Halfte auf 197 y (bei 20°) 
bzw. um rund drei Viertel auf 223 y (bei 30°), wahrend sich der Gir- 
umsatz verzwolffacht bzw. verdreiBigfacht. Abgesehen davon, wider- 
spricht einer kausalen Verkniipfung von Gaérung und Speicherung an- 
gebotenen Aneurins — die man fiirs erste anzunehmen bereit ist — die 
Tatsache, daB erstens bei hohen Zuckerkonzentrationen (siehe Tabelle I) 
zwar Aneurin gespeichert wird, die Garung jedoch unterdriickt ist, und 
daB zweitens die Aneurinaufnahme bzw. Umwandlung zeitlich vor der 
Garung erfolgt (siehe Tabelle V). Eine Erhéhung der Temperatur be- 
giinstigt eben sowohl die Aneurinaufnahme als auch die Garung, ohne daB 
nach den bisherigen Befunden sich beide gegenseitig zu bedingen 
brauchten. 

Vom praktischen Gesichtspunkt einer méglichst weitgehenden 
Unterdriickung der Garung aus wird man also zweckmaBig bei Tem- 
peraturen um 10° arbeiten, da man bei dieser Temperatur einerseits 
noch eine betrachtliche Anreicherung der Hefe (namlich durchschnittlich 
auf das 6- bis 7fache des urspriinglichen Gehalts) erzielen kann, anderer- 
seits die Garung noch fast vollstindig unterdriickt ist. Bei niedrigerer 
Temperatur als etwa 10° ist zwar der Gérumsatz gleich Null, die erzielte 
Anreicherung aber ziemlich gering. Relativ am ungiinstigsten sind in 
diesem Betracht Temperaturen von mehr als 20°, da die Anreicherung 
zwar verstarkt ist, aber die Garung durch die Temperaturerhéhung viel 
schneller zunimmt, als der Zunahme im Vitamin B,-Gehalt entspricht. 

















Untersuchungen 
iiber den Riihreffekt bei der Blutgerinnung. 
Von 
Edgar Wohlisch. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg. ) 


(Eingegangen am 21. Juli 1941.) 


In ihrer Doktor-Dissertation ,,Untersuchungen iiber den Einfluss 
der mechanischen Bewegung auf die Gerinnung des Blutes‘ hat meine 
Mitarbeiterin, Karla Feigel, Versuche zur Aufklarung eines von uns als 
,, Riihreffekt’’ bezeichneten Phainomens angestellt, das in einer sehr 
erheblichen Beschleunigung der Gerinnung eines Nativblutes durch 
mechanische Bewegung besteht. Belege fiir diesen meines Wissens 
nirgends beschriebenen oder gar naher untersuchten Effekt finden sich 
auBer im Manuskript der Feigelschen Arbeit auch bei Wéhlisch (1). Es 
zeigt sich, daB ein wihrend der Gerinnung durch Riihren oder durch 
Schaukeln des Gerinnungsgefdpes nur mapig bewegtes Blut unter Um- 
stdnden mehr als doppelt so schnell gerinnt als die nicht bewegte Kontrolle. 
Wiahrend der Riihreffekt im Nativblut, das ohne jeden Zusatz zur 
Gerinnung verwendet wird, sich sehr leicht nachweisen laBt, findet er 
sich nach Feigel nicht ohne weiteres im Oxalatblut oder Citratblut, 
das durch nachtragliche Recalcifizierung zur Gerinnung gebracht wird. 
In diesen Fallen ist der Effekt nur nachweisbar, wenn das Blut unter 
starker Kiihlung aufgefangen wird. Der Riihreffekt wurde in der 
Feigelschen Arbeit durch die Annahme gedeutet, daB durch die Be- 
wegung des Blutes in der Zeiteinheit mehr Blutzellen mit der Wand 
des GerinnungsgefaBes in Berithrung kommen und dadurch zur Abgabe 
ihrer gerinnungsaktiven Zellsubstanzen veranlaBt werden, so daB pro 
Sekunde mehr Thrombin gebildet wird als in Ruhe. An dieser Annahme 
ist so viel sicher richtig, daB der Riihreffekt auf einer Beschleunigung 
der Thrombinbildung, nicht aber auf einer beschleunigten Ausfallung 
des Fibrinogens durch das Thrombin beruht. Feigel untersuchte namlich 
die Gerinnung eines als Fibrinogenlésung dienenden Citratplasmas 
unter der Einwirkung eines als Thrombinlésung dienenden frischen 
Serums vergleichend in Ruhe und bei Riihrung des Gerinnungssystems 
mittels 100mal in der Minute bewegten Glasstempels. Es ergaben sich 
dabei keinerlei Unterschiede in den Gerinnungszeiten (Gerinnungs- 
Anfangszeiten, d.h. Zeiten vom Beginn des Versuchs bis zum Auf- 
treten der ersten Fibrinflocken). Zum Beleg gebe ich die bisher noch 
nicht veréffentlichte Tabelle I nach Feigel wieder. Der Quotient aus 
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den miteinander zu vergleichenden Gerinnungszeiten @ — GZ 1,GZ II 
owie der Q-Mittelwert wurden erst fiir die vorliegende Arbeit von 
mir berechnet. 


Tabelle I. Einflu8B der Bewegung auf die Gerinnung 
von Fibrinogen durch Thrombin. 
Gerinnungssystem: 2,0cem verdiinnten Menschencitratplasmas (1 Teil 
4°/,iges Plasma + 3 Teile 0,85°%ige NaCl-Lésung), 1,0cem_ frisches 
Menschenserum. 





Gerinnung erfolgte 





apoE OT ~ se -  amaaa GZI ' 
mit a wee Q= anil Q-Mittelwert 
Min. Min. 
12,25 12,50 0,98 
4,75 5,00 | 0,95 
11,00 11,00 1,00 0.99 
22,00 22,00 1,00 ith 
33,00 29,25 1,13 
20,50 22,50 0,92 


Die zweite Phase der Blutgerinnung wird nach diesen Versuchen 
durch die Bewegung nicht in erkennbarer Weise beeinfluBt. Der Riihr- 
effekt im Nativblut kann somit nur auf einer Beschleunigung der 
Thrombinbildung oder sogar auf einer absoluten Vermehrung der 
insgesamt bei der Gerinnung gebildeten Thrombinmenge beruhen. Zur 
Priifung dieser Frage wurden von K. Feigel bereits die Sera des ge- 
riihrten, schneller gerinnenden und des in Ruhe langsamer gerinnenden 
Blutes vergleichend auf ihren Thrombingehalt gepriift. Dabei wurde 
das anscheinend paradoxe Ergebnis erhalten, daB nahezu ausnahmslos 
das Serum des schneller geronnenen Blutes weniger in manchen 
Fallen sogar sehr viel weniger — Thrombin aufweist als das des lang- 
samer geronnenen Blutes. Diese Versuche bildeten den Ausgangspunkt 
fiir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit, weshalb ich sie, erganzt 
durch Berechnung der Q-Werte, durch Tabelle IT belege. 

In der Arbeit von Feigel wurde vermutet, der Uberschu8 an Throm- 
bin im Serum des ruhenden gegeniiber dem des geriihrten Blutes beruhe 
darauf, daB durch Riihrung die Umwandlung des Thrombins in die als 
Metathrombin bezeichnete unwirksame Modifikation beschleunigt wird. 
Nach unseren heutigen Kenntnissen diirfte die Metathrombinbildung 
nichts anderes vorstellen, als eine inaktivierende Bindung des Thrombins 
an Serumproteine, vor allem an das Serumalbumin [vgl. hierzu Wéhlisch 
und Griining, ferner Wohlisch (2); daselbst ausfiihrliche Besprechung 
der Literatur]. Die Hypothese vom EinfluB des Schiittelns auf die 
Metathrombinbildung habe ich in einigen Versuchen gepriift. Ich 
berichte zunachst iiber einen Versuch mit frischem Serum. 
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Tabelle II. EinfluB der Riithrung des gerinnenden Blutes 
auf den Thrombingehalt des entstehenden Serums. 
Gerinnungssystem: 0,3 cem 4°/,9iges Menschencitratplasma, 0,5 cem frisches 
Menschenserum, 





Das Serum stammt aus 





geriihrtem Blut ruhendem Blut Q= os I Q-Mittel- 
GZ I GZ I GZ II | wert 
Min. Min. | 
13,0 2,5 5,20 
41,0 14,0 2,92 
19,5 4,0 4,88 
21,0 7,0 3,00 
12,0 10,0 1,20 
25,0 51,0 0,49 
9,0 4,5 2,00 
12,0 10,0 1,20 2,28 
2,5 2,5 1,00 
17,5 13,0 1,35 
8,25 3,0 2,75 
4,5 3,5 1,28 
4,5 2,75 1,64 
5,25 2,25 2,33 
80,0 26,0 3,08 

28. Juni 1941. Ein Pferdeoxalatplasma wurde durch Zusatz eine! 


optimalen Menge von CaCl, zur Gerinnung gebracht. Von dem daraus 
durch Abpressen des Gerinnsels gewonnenen frischen Serum wurde ein Teil 
eine halbe Stunde bei 24° C auf der Schiittelmaschine geschiittelt, der andere 
als Kontrolle in Ruhe stehengelassen. Sodann wurden beide Proben gegen 
iiber einer Fibrinogenlésung bei 37°C auf ihren Thrombingehalt gepriift 
Der Ausfall der Versuche ist aus Tabelle III zu ersehen. 


Tabelle ITI. 
finfluB des Schiittelns auf den Thrombingehalt des Serums. 


Gerinnungssystem: 1,0 cem frisches Pferdeserum, 0,5 cem Pferdefibrinogen 
j mit 1,35% EiweiBgehalt. 





Nichtgeschiitteltes 


Jeschiitteltes Se — ; 

ees Natoragg ‘OZ11 Q= OF Q-Mittelwert 
Sek. Sek. 
340 331 1,026 
348 327 1,063 | 
394 313 1035 | 1,04 
369 354 1,041 


Ein schwacher Effekt des Schiittelns im Sinne einer Abnahme der 
Thrombinaktivitét des Serums ist nach diesen Versuchen also an- 
scheinend wirklich vorhanden. Jedoch ist der Unterschied zwischen 
der Gerinnungsaktivitat des geschiittelten und der des nichtgeschiittelten 
Serums nahe der Grenze der Nachweisbarkeit, so da er zur Deutung 
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der in Tabelle If zusammengestellten Erfekte nicht entfernt ausreicht. 
wie am besten aus einem Vergleich der (-Mittelwerte der beiden Tabellen 
hervorgeht. Dabei ist noch zu bedenken, da} die durch Schiittelmaschine 
bewirkte Bewegung der Sera der Tabelle ILL viel intensiver ist als die 
Riihrung des Blutes in den Versuchen der Tabelle Il. Nach den Ergeb- 
nissen des folgenden Versuchs hat die Aktivitétsabnahme des Serums 
durch Schiitteln mit der Metathrombinbildung wohl kaum etwas zu 
tun, da sich eine eher noch etwas starkere Aktivitatsabnahme auch beim 
Schiitteln von Thrombinlésungen findet, in denen eine Metathrombin- 
bildung ja nicht vorkommt. 

24. Juni 1941. Eine frische, nach dem Verfahren von Mellanby-Bleib- 
treu [vgl. Wohlisch (3)| hergestellte Thrombinlésung wurde mit dem gleichen 
Volumen einer frischen 2,86° igen Lésung von Pferdeserumalbumin als 
Antithrombin’: versetzt. Es wurde gepriift, ob die Inaktivierung des 
Thrombins in diesem Gemisch durch halbstiindiges Schiitteln gegeniiber 
einer in Ruhe verbleibenden Kontrolle beschleunigt wird (vgl. Tabelle IV). 
Kin anderer Teil der frischen Thrombinlésung wurde anstatt mit Albumin- 
losung mit der gleichen Menge physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt 
und es wurde auch hier gepriift, ob Schiitteln einen EinfluB auf die Aktivitat 
der Lésung hat (vgl. Tabelle V). Die Schiittelversuche wurden bei 18°C 
angestellt. Die Priifung auf Gerinnungsaktivitat erfolgte gegeniiber einer 
Pferdefibrinogenlésung bei 37°C. 


Tabelle IV. Einflu8 des Schiittelns auf die Inaktivierung 
des Thrombins durch Pferdeserumalbumin. 





Nichtgeschiitteltes 


Geschiitteltes System syste WZ 
GZI “Gn Q= oe a Q-Mittelwert 
Sek. Sek. 
218 193 1,13 
197 186 1,06 | 
236 197 1,20 | Lae 
216 184 Lit 


Tabelle V. 


EinfluB des Schiittelns auf die Aktivitaét einer Thrombinlésung. 








Geschiitteltes Nichtgeschiitteltes 


—" — | e- oe Q-Mittelwert 
Sek. Sek. | 
120 | 117 1,025 
178 123 1,45 1.95 
176 159 1,11 sig 
189 134 1,41 


Wie ein Vergleich der Tabellen IV und V zeigt, erfahrt die nicht 
mit Albumin versetzte Thrombinlésung durch das Schiitteln eher eine 
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etwas starkere Inaktivierung als die mit Albumin versetzte Lésung 
Eine Beschleunigung der Metathrombinbildung durch das Schiitteln 
kann nach diesen Versuchen wohl ausgeschlossen werden. 


Da sich die Vermutung, der Mindergehalt an Thrombin im Serum 
des unter Bewegung gerinnenden Blutes komme durch eine Beschleuni 
gung der Metathrombinbildung zustande, nicht bestatigt hatte, lag 
die Annahme nahe, dieser Mindergehalt beruhe darauf, daB durch die 
Bewegung des Blutes die bekanntlich stets stattfindende Bindung des 
Thrombins an das sich bildende Fibrin vermehrt wird. Wie die folgenden 
Versuche zeigen, erwies sich dieser Gedanke als richtig. 


12.—19. Juni 1941. Als Gerinnungssubstrat wurde Pferdefibrinogen 
(erste Kochsalzfallung nach Bordet-Vorbehandlung des Plasmas durch 
Ausschiitteln mit tertiirem Calciumphosphat), als Thrombin eine aus 
einem Mellanby-Howell-Bleibtreu-Trockenpraparat [vgl. Wdéhlisch (3)] dar 
gestellte eiweiBarme Lésung verwendet. Der NaCl-Gehalt beider Lésungen 
betrug 0,9°,. Die Gerinnungsversuche zur Priifung des Bewegungseinflusse~ 
auf die Bindung des Thrombins durch das Fibrin wurden derart angestellt, 
das 2,0cem Fibrinogenlésung mit 2,0cem Thrombinl6sung gemischt 
wurden (Gerinnungssystem I der Tabelle VI). Eine Halfte dieses Gemisches 
wurde bei Zimmertemperatur 10 Minuten in Ruhe der Gerinnung iiberlassen, 
wahrend die andere Hilfte beim Ablauf des Gerinnungsvorganges 10 Minuten 
lang geschiittelt wurde. Diese Zeiten waren so bemessen, daB sie zur voll 
stindigen Gerinnung sicher mehr als ausreichend waren. In beiden Proben 
wurde sodann das gebildete Fibrin entfernt und die Resttliissigkeit gegen 
ein gleiches Volumen frischer Fibrinogenlésung bei 37° C auf ihren Thrombin 
gehalt gepriift. Tabelle VI enthalt Angaben tiber Art und Konzentration 
des Fibrinogens (Fg) im Gerinnungssystem I sowie iiber die Temperatur, 
bei welcher die Gerinnung in diesem System ablief. 


Tabelle VI. Einflu8 des Schiittelns auf die Bindung 


des Thrombins an Fibrin. 





Restflissigkeit 


Angaben iiber Ge mssyste 
Angabep iiber Gerinnungssystem I stamint pus 





Schiittel-  Ruhe- -a7, | 
Versuch Fg-Art Fg-Konz. t ‘aT “Orr = 

Nr. % oC Sek. Sek. 

1 Pferd 0,065 16 473 265 1,79 

2 Rind 0,12 18 570 213 2,68 

3 = 0,12 18 485 224 2,16 

4 e 0,12 18 597 221 2,70 

5 ‘ 0,12 18 796 220 3,62 

6 Ps 0,12 18 849 215 3,95 312 
7 sa 0,12 18 744 230 3,24 i 

8 Pferd 0,13 19 643 134 4,80 

9 = 0,13 19 464 153 3,04 

10 a 0,13 19 451 155 2,91 
11 9 0,13 19 522 160 3,26 
12 ie 0,13 19 546 163 3,35 
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Der hohe ()- Mittelwert von 3,12, der sogar héher liegt als bei den 
cntsprechenden Gerinnungsversuchen von Feigel mit Nativblut [Tabelle 11, 
() = 2,28], zeigt, dap wir in der durch Bewegung des Gerinnungss ystems 
heschleunigten Bindung des Thrombins an das Fibrin offenbar denjenigen 
Faktor vor uns haben, dem das Serum des unte? Bewegung geronnenen 
Blutes seinen Mindergehalt an Thrombin verdankt}. 

Nach Auffindung des itiberraschend starken Einflusses der Be- 
wegung auf die Bindung des Thrombins an das Fibrin lag es nahe, auch 
den Hinflup der Temperatur auf diese Bindung zu untersuchen. Irgend- 
welche Vorarbeiten anderer Forscher scheinen auch hier nicht vorzu- 
liegen. Insbesondere mubte die Frage interessieren, ob diese Bindung, 
wie dies bei der gewéhnlichen Adsorption der Fall ist, durch Tem- 
peraturerhéhung herabgesetzt, oder ob sie, wie dies vor allem Hedin 
fiir die Bindung von Fermenten durch kolloidal geléste Stoffe (Proteine) 
oder feinverteilte feste Stoffe (Kohle) gefunden hatte, durch Tem- 
peraturerhéhung vielmehr geférdert wird. Fiir die Bindung des Throm- 
bins durch Serum war ein férdernder EinfluB der Temperatur bereits 
durch Morawitz’ Schiiler Landsberg, fiir die Bindung durch gereinigtes 
Serumalbumin durch Wohlisch und Griining nachgewiesen worden. 
Von vornherein war daher ein ahnlicher EinfluB der Temperatur auch 
auf die Bindung des Thrombins an das Fibrin recht wahrscheinlich und 
konnte in den nachstehend beschriebenen Versuchen bewiesen werden. 

2.—4. Juli 1941. Als Substrat diente eine nach dem Verfahren von 
Nolf [vgl. Wéhlisch (3), S. 2113] dargestellte Lésung von Rinderfibrinogen. 
Als Thrombin wurde eine frische Mellanby-Bleibtreu-Lésung — {| vgl. 
Wohlisch (3), S. 2121] mit 0,81°, EiweiBbgehalt verwendet. 

Zu den Gerinnungsversuchen, in denen sich der Eintlu8 der Temperatur 
auf die Thrombinbindung auswirken sollte, wurden je 10,0 cem Thrombin- 
lésung und 10,0 eem Fibrinogenlésung gemischt. Ein derartiges Gerinnungs- 
system wurde bei héherer Temperatur (29—32°C), ein zweites bei tieferer 
Temperatur (4—14° C) in Ruhe der Gerinnung iiberlassen, die nach wenigen 
Sekunden eintrat, bei der héheren Temperatur friiher, bei der tieferen 
etwas spiter. Die Temperaturen, bei denen diese Gerinnung und die uns 
interessierende Bindung des Thrombins erfolgte, sind in Tabelle VII an- 
gegeben. Beide Gerinnungssysteme blieben, um v6llige Beendigung der 
Gerinnung zu gewiahrleisten, eine halbe Stunde bei den angegebenen Tem- 
peraturen ruhig stehen, sodann wurden die Gerinnsel unter Auspressen 
entfernt und die gewonnenen Restfliissigkeiten gegeniiber neu zugesetztem 
Fibrinogen (0,5 cem Restfliissigkeit + 0,5cem Fibrinogenlésung) bei 30° C 
auf ihren Thrombingehalt gepriift. Mit jeder Restfliissigkeit wurden vier 


1 Kagle (1, 2) konnte quantitativ zeigen, daB die Konzentration des 
freien Thrombins in einem Gemisch aus Thrombin und Fibrinogen erst 
vom Beginn der Gerinnung an dann aber sehr schnell und betrachtlich 
abnimmt. Er vermutet, daB das Thrombin durch das Gerinnsel mechanisch 
mitgerissen wird. Vgl. auch Woéhlisch (2), insbesondere 8. 344. 


16* 
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derartige Gerinnungsversuche angestellt. Die in Tabelle VII angegebene: 
Gerinnungszeiten sind die Mittelwerte aus den gut iibereinstimmende: 
Einzelwerten. 

Wie aus den Daten dieser Tabelle hervorgeht, ergaben die bei 
héherer Temperatur gewonnenen Restfliissigkeiten stets wesentlich 
héhere Werte der Gerinnungszeit, also wesentlich kleinere Thrombin 
mengen als die bei tieferer Temperatur gewonnenen Restfliissigkeiten 
in Bestdtigung unserer Vermutung, daB bei héherer Temperatur ein: 
starkere Thrombinbindung an das Fibrin stattfinde als bei tieferer Tem 
peratur. 


Tabelle VII. EinfluB der Temperatur auf die Bindung 
des Thrombins an Fibrin. 





Thrombinbindung Restflissigkeit ergibt 





Versuch erfolgte bei t | aia 7 Gz Kontrolle 
Nr. ! °C i Sek. °= Gz 
; I 30 ! 45 , 
lig 14 39 1,15 1,00 
add 32 92 
21 i 14 65 1,41 1,10 
3 | it % - 1,33 1,09 
9 as 
4 - = =< 1,55 1,14 


Kontrollversuche, in denen die Thrombinlésungen ohne Zusatz 
von Fibrinogen je eine halbe Stunde den in Tabelle VII angegebenen 
héheren bzw. tieferen Temperaturen ausgesetzt wurden, zeigten, da} 
die Unterschiede im Thrombingehalt der Restfliissigkeiten der Tabelle 
wirklich auf einer Beeinflussung der Thrombinbindung durch die ver- 
schiedenen Temperaturen, nicht etwa auf einer unmittelbaren Schadigung 
des Thrombins durch die héhere Temperatur beruhten. Die ohne 
Fibrinogen angesetzten Thrombinkontrollen ergaben namlich, daB eine 
halbstiindige Einwirkung der héheren Temperaturen keine oder nur 
eine minimale, an der Grenze der Nachweisbarkeit liegende Schadigung 
der Thrombinlésungen hervorruft. Dies geht am deutlichsten aus den 
fiir die Kontrollen ermittelten Q-Werten der Tabelle VII hervor. 


Zusammenfassung. 


Entgegen einer friiher von uns gediuBerten Vermutung beruht der 
starke Mindergehalt an Thrombin im Serum eines unter dem Einflul} 
mechanischer Bewegung schneller geronnenen Blutes im Vergleich zu 
dem bei der Ruhegerinnung entstandenen Serum nicht auf einer 
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férderung der Metathrombinbildung, sondern auf einer Vermehrung 
der Bindung des Thrombins an das entstehende Fibrin. Diese Bindung 
erfahrt auch durch Erhéhung der Temperatur eine deutliche Steigerung. 

Durch Schiitteln wird die Gerinnungsaktivitaét von frischen Seren 
und von Thrombinlésungen etwas herabgesetzt. 
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Uber den Einflu8 der Reduktion 
eines mit hohem Leberglykogengehalt und niedriger 
Oxydationslage einhergehenden NahrungseiweiBes 
auf diese beiden Funktionen*. 
Von 
Kurt Hanisch. 
(Aus den serinaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an de: 
Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1941.) 


Unter den regulatorischen Aufgaben, die den Nahrungseiweil 
derivaten, insbesondere den Aminosiuren, im intermediiren Stoff 
wechsel zustehen, beansprucht die Steuerung des Glykogengehalts der 
Leber aus samtlichen mit der Nahrung zugefiihrten Glykogenbausteinen 
unser besonderes Interesse. Motiviert wird das durch die zentrale 
Stellung, die das Glykogen im gesamten Kohlenhydratstoffwechsel des 
K6rpers einnimmt, der seinerseits wiederum mit den Kraftleistungen 
des Kérpers aufs engste verflochten ist. Bei dieser Steuerung des 
Leberglykogengehalts durch die Aminoséuren handelt es sich nicht um 
die Bausteinbelieferung des Koérpers fiir die Glykogenbildung aus der 
Quelle des NahrungseiweiBes, sondern um dynamische Wirkungen dieser 
Sauren, die ebensowohl glykoplastischen wie aglykoplastischen Amino 
sauren zustehen. Spielt doch tiberhaupt in der Norm die Zucker bildung 
aus EiweiB eine ganz untergeordnete Rolle und es vertragt bekanntlich 
der normale menschliche Kérper massive Dosen von Eiwei8, ohne dais 
dadurch der normale Ablauf des Zuckerstoffwechsels aus dem Gleich 
gewicht gebracht wird. 

Genaueres iiber die regulatorischen Beziehungen der Aminosauren 
zum Glykogengehalt der Leber ist erst in allerletzter Zeit bekannt 
geworden. Nachdem Bickel und Haug (1) 1939 den den Glykogen 
bestand der Leber erhGhenden EinfluB einer einzelnen aglykoplastischen 
Aminosiure, nimlich des Tyrosins, nachgewiesen hatten, teilte det 
Erstere Versuche mit, aus denen hervorging, da} bei Ratten ein Gemisch 
chemisch reiner Aminosdéuren, das durch Abbau aus einer Mischung 
verschiedener Eiweifstoffe gewonnen worden war, als einziger Nahrungs- 
N-Trager in einer gemischten Nahrung bei gréBerer Dosis einen 
niedrigeren Leberglykogengehalt bewirkt als bei geringerer Dosis 
Im ersteren Falle betrug der N-Gehalt der Nahrung fiir zehn Tiere 
2.45 g, im letzteren Falle 1,29 g. Im iibrigen war die Nahrung 
reich an Kohlenhydraten und Fett und in jeder Hinsicht voll 
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stindig. Nach neun- bis zehntagiger Fiitterungsdauer war der Ge- 
halt an Glykogen-Traubenzucker bei den mit der gréBeren Amino- 
siurenmenge ernahrten Tieren im Mittel 3°,, der mit der kleineren 
Aminosaéurenmenge ernahrten Tiere aber 4,1°,. Es enthielten also die 
Lebern der mit der kleineren Aminosdiurenmenge ernaihrten Ratten 
35,8%, Glykogen-Traubenzticker mehr als die Lebern derjenigen Tiere, 
die die doppelte Aminoséurenmenge erhalten hatten. Aus diesen 
Beobachtungen geht hervor, daB bei gleichem reichlichen Kohlenhydrat- 
und Fett- wie tiberhaupt Kaloriengehalt der Nahrung die Zugabe eines 
chemisch reinen Aminosdiurengemisches bestimmter Zusammensetzung 
bei gréBerer Dosierung desselben einen geringeren Leberglykogenge halt 
bewirkt als dann, wenn die Menge dieses Gemisches um die Halfte 
niedriger ist. 

Was fiir die Aminosauren gilt, muB auch fiir das Nahrungseiweif 
gelten. Es lagen schon seit langerer Zeit Beobachtungen in der Literatur 
vor, die darauf hindeuteten, daB ein gréBerer EiweiBgehalt der Nahrung 
eine hemmende Einwirkung auf den Glykogenansatz in der Leber von 
Ratten hatte. Kern und Stransky (2) hatten 1937 solche Beobachtungen 
mitgeteilt. Danach schien EiweiBmast die Glykogenanreicherung der 
Leber zu beeintrachtigen. Eine systematische Untersuchung dieser 
Frage unternahm dann im hiesigen Laboratorium Piri (3). Er zeigte 
in Versuchen an Ratten, daB die Reduktion des Nahrungseiweibes, das 
Casein war, in der gemischten Nahrung auf ein Sechstel des urspriing- 
lichen Wertes dazu fiihrte, da der Leberglykogengehalt im Mittel von 
4,6% Glykogen-Traubenzucker bei der groBen NahrungseiweiBmenge 
auf 5.9% Glykogen-Traubenzucker bei der kleinen Nahrungseciweib- 
menge crhéht wurde. 

Wenn wir bei den Versuchen mit reinen Aminosauren wie bei den 
Versuchen mit Casein als NahrungseiweiB sehen, daB Senkung des 
Nahrungs-N-Gehalts eine Steigerung des Leberglykogengehalts nach 
sich zieht, dann wird auch daraus ersichtlich, was ich einleitend schon 
sagte, da bei allen derartigen Versuchen das Nahrungseiweif als 
Bausteinlieferant fiir das Glykogen unméglich in Frage kommen kann. 
Wie schon bemerkt wurde, hat Pirl seine Experimente mit Casein als 
Nahrungseiwei gemacht. Wir wissen nun aus den Untersuchungen, 
die in dem Bickelschen Laboratorium im Laufe der letzten Jahre 
durehgefiihrt wurden und deren Ergebnis Bickel in Tabelle 20 seiner 
Schrift ,,Uber die Beziehungen der Qualitit des NahrungseiweiBes zum 
Ablauf des Betriebsstoffwechsels (4) zusammengestellt hat, da ceteris 
paribus unterschiedliche Eiweife, wenn jeweils eines von ihnen das 
alleinige Nahrungseiweif in einer definierten Versuchsdiat ist, einen 
unterschiedlichen Glykogengehalt einregulieren. Wenn man den von 
der Caseindiat unterhaltenen Leberglykogengehalt als MaBstab nimmt, 
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dann gibt es Eiweibe, die einen gleichen, einen niedrigeren — was 
allerdings selten vorkommt oder einen héheren Leberglykogengehalt 
einsteuern. Zu den EiweiBarten, die einen besonders hohen Glykogen. 
gehalt der Leber unterhalten, gehért unter anderem das KartoffeleiweiB 
nimlich das Tuberin. Nach den Versuchen von Bickel und Parlow (5 
enthielt die frische Leber von Ratten, die die Tuberindiit bekommen 
hatten, 46,2°, Glykogen-Traubenzucker mehr als die Lebern der Tiere. 
die bei der Caseindiat gehalten worden waren. In einer ahnlichen 
GréBenordnung liegen die Differenzen, die beobachtet wurden bei 
einem Vergleich der Wirkung einer Caseindiat und einer Kartoffeldiat 
bei der also das Tuberin im Rahmen der komplexen Kartoffel gegeben 
wurde. Bei der Kartoffeldiat enthielten die Lebern 63,7°%, Glykogen 
mehr als bei den Tieren mit der Caseindiat. Es mu noch darauf hin 
gewiesen weruen, daf nach den Untersuchungen von Huchtemann (6 
aus dem Bickelschen Laboratorium die Steuerung des Leberglykogen- 
gehalts durch die Art der Nahrungseiweifderivate nicht iiber die durch 
letztere unterhaltene Oxydationslage zustande kommt, sondern durch 
eine unmittelbare Einwirkung dieser Derivate auf die Vorginge bei det 
Herstellung des Leberglykogengehalts herbeigefiihrt wird. 

Wir haben jetzt erfahren, daB bei einer an Glykogenbausteinen 
vor allem an Kohlenhydrat und Fett reichen Diat, bei einem den normalen 
Bediirfnissen entsprechenden EiweiBgehalt, der Glykogenbestand der 
Leber abhangt von der Art und von der Menge des Nahrungseiweifes. 
Wahrend die Beobachtungen iiber die Beziehungen der Nahrungs- 
eiweiBqualitat zum Leberglykogengehalt sich auf die meisten bei der 
menschlichen Ernahrung in Frage kommenden Eiweibarten erstreckten, 
wurden Versuche tiber die Abhangigkeit des Leberglykogengehalts von 
der EiweiSquantitat bisher nur mit Casein [Pirl (3)| oder mit einem 
Aminosiurengemisch [{ Bickel (7)| angestellt, die beide auf Grund ihrer 
Qualitét einen niedrigen Glykogengehalt einregulierten. In diesen 
Fallen hatte der K6érper wohl die Méglichkeit, ohne Schwierigkeiten 
bei einer Reduktion der Nahrungs-N-Menge den Glykogengehalt der 


Leber zu steigern. Da lag nun die Frage nahe, ob auch in dem Falle fiir 


den Kérper eine Steigerung des Leberglykogengehalts bei Reduktion dei 
Nahrungseiweifimenge méglich ist, in dem auf Grund der Qualitdt des 
Nahrungseiweifes bereits ein hoher Leberglykogengehalt einreguliert wird 
Diese Frage zu untersuchen war meine Aufgabe. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche wurden mit vier Gruppen weiBer Ratten, die in je einem Stoft- 
wechselkafig untergebracht waren, durchgefiihit. Es bestanden die Gruppen | 
und IT aus je 12 Tieren, wihrend die Gruppen TIT und IV nur je 5 Tier 
zahiten. Die Ratten der Gruppen I und IIT bekamen eine in Tabelle | 
wiedergegebene Versuchsdiat, in der bei ausreichendem Kalorien- sowie 
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genugendem Vitamin- und Mineralstoffgehalt das KartoffeleiweiB in Form 
yon Kartoffelflocken der alleinige Nahrungs-N-Trager war. Demgegeniiber 
enthielt die Diat der Vergleichsgruppen II und IV, die in Tabelle IT auf- 
gefiihrt ist, bei sonst gleicher Zusammensetzung nur den dritten Teil des- 
selben NahrungseiweiBes. Um eine kalorisch ausreichende Ernaihrung zu 
vewahrleisten, war bei den letztgenannten Gruppen eine Zulage von Kar- 
toffelmehl erforderlich. Das Kérpergewicht der Tiere wurde standig kon- 
trolliert (Tabellen IIT und V). 

Die Zubereitung des Futters geschah derart, daB man mit Ausnahme 
der Vitamintrager aus den Bestandteilen der Nahrung einen Brei kochte, 
dem nach Erkalten Lebertran und Tetravitol zugesetzt wurde. Die Tages- 
ration des Futters wurde immer aufgefressen. Die Gewichte bei Versuchs- 
beginn wurden vollstandig oder annaihernd vollstindig bis zum Versuchs- 
ende eingehalten. 


Tabelle I. 


Nahrung fiir die Gruppen I und III, berechnet fiir 12 Tiere. 


Kartoffelflocken.............. 156.0 g 1404¢ N 546,0 Kalorien 
je ee eee eee 10,8 cem } ’ 

INO 50 cf 5 ova 6 ORE 1,2 cem | 109,0 

PN 66 tel aiene & SERA 24.0 ¢ 98.4 
SS) EEE rn 24¢ 

re iene een las Save pare ee 800.0 ecm 


1404¢ N 753,4 Kalorien 
pro Tier O.VI7g¢ N 63,0 


Tabelle II. 


Nahrung fiir die Gruppen II und IV, berechnet fiir 12 Tiere. 


Kartoffelflocken.............. 39,0 g 0,351g¢ N 136,5 Kalorien 
mertomommenh!...............-. 116,0¢ O167¢ N 388.6 
ENN soe eh ven en vee ne 10,8 cem } 

NUS ey Si ee os alee bce s 1,2 eem | 109,0 

ER er eet a galwaee O 8 24.0¢ 98.4 
ae a 2,4¢ 

MEA A seo sete le as ide cctcs cent 800.0 cem 


0518 ¢ N 732.5 Kalorien 
pro Tier 0.043 ¢ N 61.0 


Kartoffelflocken = Trockenkartoffel in diinnen Scheiben. 
lg Kartoffelflocken 0,00900¢ N 3,50 Kalorien 
lg Kartoffelmehl 0,00144g N — 3,35 © 


Nach zweitagiger Fiitterung wurde mit den Analysen begonnen. Im 
24stiindigen zucker- und eiwei®freien Harn wurden bestimmt: C nach der 
Mikromethode von Nicloua Osuka (8), Vakat-O nach der Mikromethode 
von Miiller-Kanitz (9) (10) und N nach der Halbmikromethode von Kjel- 
dahl. Aus den erhaltenen Werten, die sich stets auf den Sammelharn saémt- 
licher Tiere der betreffenden Gruppe beziehen, wurden dann die Harn- 
quotienten C: N, Vakat-O: N und Vakat-O:C berechnet. Am Ende einer 
jeden Versuchsperiode wurden die Periodenmittelwerte von C, Vakat-O 
und N sowohl fiir alle Tiere der betreffenden Gruppe, wie auch fiir ein Tier 
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Tabelle ILI. 





Ver- 

suche. | zahl 
aa der 
98 Tiere 
Nr. 
l 12 
he 
3 he 
+ 12 
5 12 
6 12 
: 12 
8 12 


Periodenmittelwerte fiir 12 Tiere: 


9 6 
10 6 
11 6 
12 6 
13 6 
14 6 


Periodenmittelwerte fiir 6 Tiere: 


I 12 
2 12 
3 12 
4 12 
5 12 
6 12 
7 12 
8 12 


Mittleres Harn- 
K6érper- menge 
gewicht aller 
je Tier Tiere 
g ecm 
168 
168 
166 180 
164 200 
163 190 
163 


163 160 


1 Tier: 


162 100 
162 100 
162 100 
162 100 
162 


1 Tier: 


169 

169 ‘ 
166 220 
164 200 
163 190 
163 

163 260 


Periodenmittelwerte fiir 12 Tiere: 


9 6 
10 6 
11 6 
12 6 
13 6 
14 6 


1 Tier: 


152 120 
152 160 
151 130 
151 180 
150 


Periodenmittelwerte fiir 6 Tiere: 


” 


» 1 Tier: 





eit Harn- 

arn-C' Vakat-O 
aller aller 
Tiere Tiere 
mg mg 


Gruppe la. 


667 1061 
822 1856 
976 1761 


899 1873 


841 1638 
70 137 


Gruppe Lb. 
437 785 
314 hdl 
308 572 
232 481 


323 597 
54 100 


Gruppe Ila. 


611 1139 
780 = 1856 


1010 1890 
1101 2635 
876 1880 


93 157 


Gruppe IIb. 


382 833 
451 947 
364 681 
417 866 


404 832 
67 139 








Harn-N 
aller 
Tiere 


mg 


295 
398 
370 


370 


358 


¢ 
30 


164 
109 
115 


120 
20 


308 
300 
322 


400 


333 
28 


138 
150 
106 
126 


130 


99 


c¢:N. Vakat-O 
:N 


2,26 
2,07 
2,64 


al 


. 
Qo GO 
oo 


2,67 
2,87 
2,68 


2,55 


70 
70 


th bo 


1,98 
2,60 
3,14 


to 
=~1 
or 


2,63 


2,63 


2.78 
3,01 
3,45 
3,31 


3.60 
4,67 
4,76 


5.07 


ma 


4,79 
5,04 
4,98 


5,29 


4,99 
4.99 


3,70 
6,19 
5,87 


6,58 


5.65 
5.65 


6,04 
6,31 
6,45 
6,87 


6,41 
6,41 


Vakat-0 
on 


1,59 
2,24 


1.80 


2,08 


1,95 
1,95 


2,18 
2,10 
1,84 
2,08 


2,01 
2 
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bestimmt. Daraus ergab sich wieder der Periodenmittelwert der einzelnen 
Harnquotienten. Die Resultate sind in Tabelle III zusammengestellt. Die 
Harne der Tiergruppen II] und TV wurden nicht analysiert. 

Zur Bestimmung des Leberglykogengehalts wurden von den Vergleichs- 
gruppen I und IT je 6 Ratten am achten Versuchstage, vormittags 9 Uhr. 
getotet, nachdem 22 Stunden vorher die Kafige zum letzten Male mit 
Nahrung beschickt worden waren. In den Tabellen IIL und IV sind die 
zuerst getéteten Tiere als Gruppe La bzw. Ila bezeichnet. Die iibrigen 
6 Tiere aus diesen Gruppen (Ib baw. Ilb) wurden noch 7 Tage weiter ge- 
fiittert und am 15. Versuchstage zur gleichen Zeit getétet. Entsprechend 
der wechselnden Tierzahl in diesen Gruppen wurde natiirlich die Nahrungs- 
menge stets sinngemaéB angepabt. Die Tiere der Gruppen IIT und IV 
wurden wie die der Gruppen La bzw. Ila behandelt. Das Téten der Ratten 
erfolgte durch Genickschlag. Die Sektion der Tiere und die Entnahme der 
Lebern muBte sehr schnell vor sich gehen, um einen postmortalen Glykogen- 
schwund zu verhindern. Die Lebern wurden vom anhaftenden Blute durch 
Abtupfen befreit, mit einigen Scherenschnitten zerteilt und sofort in bereit- 
stehende, ausgewogene Kolben mit heiBer Kalilauge geworfen. Dann erst 
erfolgte die Gewichtsbestimmung. Die Glykogenanalyse wurde nach 
Pfliiger-Bosl (11) vorgenommen. Die Lebern mehrerer Tiere einer Gruppe 
wurden stets zusammen verarbeitet. Die Ergebnisse sind in Tabelle LV 
zusammengestellt. 


Tabelle IV. 








Zab Fiitterungs- Nahrungs-N-Gehalt Gewicht der Glykogen- 
: “al danas ro Te A ee Himelnes ae Tranbenzucke 
Gruppe aie Wien daut t pro Tier und Tag — frischen Lebern  ‘Traubenzucker 
Tage g g ® 
la 6 7 0,117 47,5 2,863 
Ib 6 14 0,117 38.5 2.786 
lil 5 7 O117 32,0 3,100 
Mittelwert: 2,916 
Ila 6 q 0,043 40,5 3,009 
IIb 6 14 0,043 44,8 2,915 
IV 5 7 0.043 32,3 3,064 
Mittelwert: 2,996 
Tabelle V. 
Kérpergewicht Koérpergewicht 
Versuchstag Zahl der Tiere aller Tiere Versuchstag  Zahl der Tiere aller Tier 
Nr. 4 Nr. g 


0,117 g Kartoffel-N pro Tier und Tag. | 0,043 g¢ Kartoffel-N pro Tier und Tag. 





Gruppe La. Gruppe ILa. 
1 12 2010 1 12 2030 
2 12 2010 2 12 2030 
3 12 1990 3 12 2000 
4 12 1970 } 12 1970 
5 12 1960 5 12 1950 
7 12 1960 7 12 1950 
8 12 1960 8 12 1950 
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Tabelle V (Fortsetzung). 








Kérpergewicht Kérpergewicht 
Versuchstag Zahl der Tiere aller Tiere Versuchstag | Zahl der Tiere aller Tiere 
Nr. g Nr. g 
0,117 g Kartoffel-N pro Tier und Tag. | 0,043 g Kartoffel-N pro Tier und Tag. 
Gruppe Lb. Gruppe IIb. 
y 6 970 : 6 910 
10 6 970 10 6 910 
ll 6 970 11 6 905 
12 6 970 12 6 905 
14 6 970 14 6 900 
Gruppe III. Gruppe IV. 
1 5 7d0 1 5 790 
2 5 750 2 5 790 
4 5 750 4 5 790 
5 5 760 5 5 790 
) 5 780 6 5 800 
7 5 760 7 5 780 
8 5 760 s 5 760 
Ergebnis. 


Das Ergebnis meiner Experimente, die ich mit Kartoffel als 
Nahrungs-N-Trager anstellte, war, daB bei einer Reduktion des 
Nahrungs-N auf ein Drittel des urspriinglichen Wertes keine Anderung 
im Leberglykogengehalt auftrat. 


Besprechung. 

Pirl hatte in seiner oben zitierten Arbeit neben dem Leberglykogen 
gehalt auch den Einflu8 des Caseins als NahrungseiweiB auf die Oxy 
dationslage im Zwischenstoffwechsel untersucht und hatte gefunden. 
da die Harnquotienten C:N und Vakat-O:N, die bekanntlich der 
Indikator fiir die Oxydationslage im Zwischenstoffwechsel sind, in die 
Hohe gehen, daB sich die Oxydationslage also verschlechtert. In der 
Arbeit von Pirl war mit der Reduktion des Caseins als Nahrungseiweil 
gleichzeitig mit der Verschlechterung der Oxydationslage eine Steigerung 
des Leberglykogengehalts aufgetreten. Angesichts dieses Synchronismus 
hatte man daran denken kénnen, daB die Leberglykogenvermehrung in 
derartigen Fallen die unmittelbare Folge der Drosselung der Oxydationen 
sei. Da®B das nicht zutrifft, sondern da8 es sich in beiden Fallen um 
eine unmittelbare Auswirkung der Spezifitaét der Aminoséuren auf 
jeden der genannten Vorginge handelt, hat Huchtemann dargetan. 
worauf ich oben schon kurz verwiesen habe. Meine Beobachtungen 
iiber die Wirkung der Reduktion des KartoffeleiweiBes auf die Oxy 
dationslage zeigten, da$ bei im tibrigen gleichen Versuchsbedingungei 
eine Verminderung der Kartoffel als Nahrungs-N-Trager auf ein Dritte! 
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des urspriinglichen Wertes nur zu einer Erhéhung der Harnquotienten 
fiihrt. Es wirkte sich also bei meinen Versuchen, bei denen die Kartoffel 
der Lieferant des NahrungseiweiBes war, die Reduktion nur auf die 
Oxydationslage, aber nicht auf den Leberglykogengehalt aus. So zeigt 
sich auch bei meinen Versuchen wieder, ga mit der Anderung der 
Oxydationslage keineswegs eine entsprechende Anderung des Leber- 
glykogengehalts konform zu gehen braucht, wie es bereits Huchtemann 
nachgewiesen hat. Bei den Versuchen mit einem reinen Aminosduren- 
gemisch, das eine Oxydationslage und einen Leberglykogengehalt 
unterhielt, wie sie dem Casein zustehen (Bickel), war schon bei einer 
Halbierung dieses Gemisches eine Steigerung des Leberglykogengehalts 
aufgetreten. Als ich bei meinen Versuchen mit der Kartoffel als 
Nahrungs-N-Trager den Nahrungs-N-Gehalt auf ein Drittel seines 
urspriinglichen Wertes herabsetzte, war die Steigerung des Leber- 
glykogengehaltes ausgeblieben. Es ist also unwahrscheinlich, daB sich 
bei einer noch staérkeren Reduktion des Nahrungsstickstoffs (wenn die 
Kartoffel sein Lieferant ist), als ich inn bei meinen Versuchen vornahm, 
eine wesentliche Erhéhung des Leberglykogengehalts eingestellt hatte. 
Es scheint vielmehr die Erklirung meines Befundes wohl in der Weise 
gegeben zu werden miissen, daf die Kartoffel dank der Qualitat ihrer 
N-Substanz bereits einen so hohen Leberglykogenbestand einreguliert, 
da8 er durch eine Verminderung der Nahrungs-N-Menge vom Ké6rper 
nicht mehr wesentlich gesteigert werden kann, wahrend die Oxydations- 
lage offenbar als empfindlicherer Indikator darauf noch reagiert. 
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Longitudinale Streuung ultraroter Strahlen, 
Tyndall-Effekt und Molekulargewicht 
der Eiwei8kérper. 

Von 
W. W. Lepeschkin. 

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 25, Juli 1941.) 


1. Einleitung. 

Die longitudinale Streuung, die auch als Plotnikow-Effekt be 
zeichnet wird, besteht aus einem ZerflieBen des Lichtes in einem Kérpet 
Die Richtung einzelner Strah!en wird durch die Kérpermolekiile so 
geindert, daB ein Biindel paralleler Strahlen beim Kérperdurchgang 
immer breiter wird, seine urspriinglich zylindrische Form sich also in 
Kegelform verwandelt (vgl. hierzu Plotnikow und Splait 1930, Plotnikow 
und Mibayaschi 1931, Plotnikow und Nishigishi 1931, Plotnikow 
193la und 1931 b, 1932a, 1933, 1934, 1936a und 1936b). Ist der Streu- 
effekt sehr stark, so kénnen die Strahlen im Kérper umbiegen, so dali 
ihre neue Richtung zur urspriinglichen Richtung entgegengesetzt wird. 
Diese Erscheinung wurde von Plotnikow als Strewreflexion bezeichnet. 
Die longitudinale Streuung wird sowohl in kleinmolekularen als auch 
in groBmolekularen Stoffen beobachtet, obwohl die Starke des Effekts 
mit der Molekii’gréBe zunimmt. Diese Streuung ist besonders fiir 
Stoffe mit langen Kettenmolekiilen (eindimensionalen Riesenmolekiilen) 
charakteristisch (vgl. Plotnikow 1934, 1936, Splait 1933, Coban 1935, 
Gjurié 1933, 1939, Jérg 1937, 1939). Es wird sogar angenommen, dai 
die Molekiile solcher Substanzen, wie Wasser, Alkohol usw., die einen 
schwachen Plotnikow-Effekt zeigen, ebenfalls Fadenkettenmolekiile 
bilden (vgl. Kast und Prictzschk, 1941). Neugebawer nahm an, dai 
diese Erscheinung durch die Totalreflexion von Fadenkettenbiindeln 
hervorgerufen wird und baute darauf seine Theorie des Plotnikow- 
Effektes auf (1940). Andererseits muB, je kleiner die Molekiile sind 
desto kleiner auch die Wellenlinge der Strahlen sein, die die lon- 
gitudinale Streuung hervorruft. So ergeben z. B. ultrarote Strahlen 
keine longitudinale Streuung mit Pentan, Hexan, Heptan und Nonan. 
wahrend sie eine starke Streuung in EiweiSk6rpern hervorrufen. 

Die eben erwaihnte Eigenschaft der ultraroten Strahlen veranlal)t: 
mich, die longitudinale Streuung dieser Strahlen zur Erforsehung kom- 
plizierter organischer Komplexe (Vitaproteide oder Vitaide) anzuwenden, 
von denen vermutet wurde, daB sie den Hauptteil der lebenden Mater 
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bilden (vgl. Lepeschkin 1926). Die betreffenden Versuche an lebenden und 
toten Zellen und Geweben zeigten, daB die longitudinale Streuung ultra- 
roter Strahlen in der lebenden Materie auBerordentlich stark ist und beim 
Absterben bis auf einen kle:nen Rest verschwindet. Dieses Resultat bestitigte 
die schon lange gemachte Annahme, daf Vitaide der lebenden Materie beim 
Absterben zerfallen (vgl. Lepeschkin 1939, 1940a). Andererseits zeigten die 
Versuche, daB das Molekulargewicht der Vitaide viel héher ist als das der 
bekannten Proteine. Um dieses Molekulargewicht genauer abzuschatzen, 
war es nétig, zuerst die Abhangigkeit der Streuungsgr6Be vom Molekular- 
gewicht zu bestimmen. Diese Abhingigkeit wurde von mir hauptsiichlich 
an Proteinen untersucht. 

AuBer der longitudinalen Streuung zeigen Proteinlésungen auch 
eine T'yndall-Streuung, bei der alle in einer Fliissigkeit suspendierten 
Teilchen unter der Einwitkurg des Lichtes als selbstandige Leucht- 
zentren auftreten. Die Tyndall.Streuung wurde oft mit der longi- 
tudinalen Streuung verwechse!t. Um also im weiteren MiBverstandnisse 
zu vermeiden, war es notwend'g, auch den 7'yndall-Effekt der Protein- 
lésungen gleichzeitig mit ihrer longitudinalen Streuung zu erforschen. 
Uber den Anteil des 7'yndall- und Plotnikow-Effekts an der Streuung 
lebender und toter Zellen bei der Verwendung ultraroter Strahlen wurde 
neuerdings an anderer Stelle berichtet (vgi. Lepeschkin 1940). Uber 
das gleickzeitige Auftreten der longitudinalen und der T'yndall-Streuung 
n triiben Medien berichtete auch Max Plotnikow (1939, 1940). 

Die Versuche zur vorliegenden Arbeit wurden zum Teil im Kerckhoff- 
Institut, Bad Nauheim, gemacht und ich méchte hier dem Direktor des 
Instituts, Prof. Dr. Koch, und dem Vorstand der pathologischen Abteilung 
des Instituts, Prof. Dr. Schdfer, fiir die mir erwiesene Gastfreundschaft 
meinen besten Dank aussprechen. 


2. Methodisches. 


Zur Erforschung der longitudinalen Streuung der Proteine erwies 
sich die fo'gende Apparatur als am besten geeignet : 

Kin Lichtbiindel aus schwach konvergierenden Strahlen wurde 
durch eine 10 mm dicke Schicht einer Proteinlésung geleitet und die 
dabei entstchende Streuung durch eine photographische, fiir ultrarote 
Strahlen empfindliche Platte (Agfa, Infrarot, 800, Rapid), die hinter 
die die Proteinlésung enthaltende Kiivette (Leybolds Glaskiivette, 
65mm hoch, 48 mm breit, innere Dicke 10 mm) gestellt war, auf- 
genommen., 

Das Licht einer 5 Amp.- und 6 Volt-Mikroskopierlampe von Reichert, 
die lichtdicht in eine Messingscheide eingeschlossen war, wurde mittels zwei 
nebeneinander gestellter, in diese montierter Linsen in einen Fokus ge- 
sammelt, wo die ungefahr 2mm groBe, viereckige Abbildung des Gliih- 
kérpers der Lampe auf eine 1,5 mm groBe, kreisférmige und scharfrandige 
Offnung eines in eine metallische Wand montierten Diaphragmas projiziert 
wurde. Diese diaphragmierte Abbildung wurde als Lichtquelle benutzt 
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und die von ihr ausgehenden stark divergierenden Strahlen fielen (ir 
Abstande von 7,3cm) auf eine 5cm groBe Linse, die die Strahlen schwach 
konvergierend machte. Nach dem Durchgang durch diese Linse passierte 
das Lichtbiindel (in einem Abstande von 21 em) durch vier hintereinande: 
gestellte scharfrandige Diaphragmen (aus geschwarztem Kupfer, die zwei 
letzten Diaphragmen auBerdem mit Ru®B bedeckt) mit dem Offnungsdureh 
messer 4mm, 1.5mm, 1mm und 1,5 mm, die alle in metallische Wande 
montiert waren. Die Abstéande zwischen den Wanden waren lem, 3 em 
und 1,5cem. Die letzte Wand trug auf ihrer AuBenseite einen metallischen 
Kassettenhalter. Alle Wande, die Linse und die Lampe waren an den 
Arbeitstisch festgeschraubt und so fixiert, daB die optische Achse der 
Linsen durch die Diaphragmenzentren passierte. Um alle Strahlen des 
Lampenlichts, auBer den ultraroten und einem kleinen Teil dunkelrote: 
Strahlen, auszuschlieBen, wurde zwischen der Lampe und dem ersten 
Diaphragma das Glasfilter R.G.5 (Schott, Jena) eingesetzt. Der ganze 
Apparat befand sich in einer Dunkelkammer. 


Die Kassette (aus Holz und Aluminium) war so gemacht, da nac! 
ihrer Einsetzung in den Kassettenhalter die in ihr befindliche Kiivette mit 
der zu untersuchenden Proteinlésung vor der Offnung des letzten Dia- 
phragmas sich befand. Diese Kiivette war in dem vorderen Raum de1 
Kassette vertikal gestellt und durch einen Korkstreifen, der zwischen de: 
Kiivette und der Kassettenwand eingeschoben war, festgehalten. Die 
Kiivette war von auBen mit einem mit schwarzem Papier beklebten Alumi- 
niumvorhang bedeckt, der in seinem unteren Teil eine runde Offnung (Durch- 
messer 6 mm) hatte, durch die das Lichtbiindel von dem letzten Diaphragma 
in die Kiivette einstrahlte. Um eine Wirkung der nicht gestreuten Strahlen 
des Lichtbiindels und der vom Diaphragma reflektierten Strahlen auf die hinter 
die Kiivette gestellte photographische Platte zu vermeiden, wurde eine 
streifenférmige Kupferblende (45 x 9 mm, Dicke 0,2 mm) auf die hintere Kii- 
vettenwand, an deren unterem Rand mittels sechwarzen Siegellacks von auben 
angeklebt und die Offnung im Aluminiumvorhang in ihrem oberen Teil 
durch eine Aluminiumplatte so abgeblendet, da8 der untere Rand dieser 
Platte sich um 1mm niedriger als der obere Rand der streifenférmigen 
Kupferblende befand. Das Lichtbiindel, das nach dem Durchgang durch 
die Proteinlésung die Kupferblende im Abstande von 2mm von ihrem 
oberen Rande traf, wurde durch die Blende vollkommen abgehalten und 
nur sehr schwach durch die Kiivettenwand und Siegellack reflektiert. Die 
reflektierten Strahlen traten durch die Offnung des letzten Diaphragmas 
aus. Auf diese Weise konnten nur die Streuungsstrahlen an die hinter dic 
Kiivette gestellte photographische Platte gelangen. 


Die photographische Platte (4,5 * 6em) wurde in den hinteren Kassetten- 
raum hinter die Kiivette mit ihren kiirzeren Seiten vertikal aufgestellt 
Zwischen beiden befand sich eine diinne, mit schwarzem Papier beklebte 
Aluminiumwand (Dicke 0,5 mm), die unten eine der photographischen 
Platte entsprechend groBe, viereckige Offnung (42 X 43 mm) hatte, deren 
unterer Rand um 7 mm niedriger war als der obere Rand der Kupferblend 
der Kiivette. Der obere Rand dieser Offnung war um 25 mm niedriger «l- 
der obere Kiivettenrand. Von auBen wurde die photographische Platte 
mit einem Aluminiumschiebedeckel bedeckt. Der Strahlenkegel des in de: 
Kiivette gestreuten Lichtes fiel auf diese Platte, die nach der Entwicklung 
einen schwarzen Halbkreis der Streuung erscheinen lieB, dessen Fliche, in 
qmm ausgedriickt, das MaB fiir die Streuungsstarke gab. 
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Der schwarze Halbkreis der Streuung auf der Platte ist in Wirklichkeit 
nur ein’ Kreissegment, weil das Zentrum des Kreises 2mm unter dem 
oberen Rand der Kupferblende der Kiivette liegt. Die Flaiche des Streuungs- 
halbkreises #’ wurde deshalb nach der Forme! berechnet: F = 0,39 B? + 6 
und in ganzen Zahlen (qmm) ausgedriickt; B ist die Breite des Streuungs- 
segmentes an der Kupferblende (in mm) ?!. Die Schwarzung an der Peripherie 
des Streuungshalbkreises klingt nur allmahlich aus. Infolgedessen wurde 
bei der Messung von B das folgende Verfahren benutzt: In je zwei gleich 
groBen viereckigen Stiickchen von schwarzem Papier (Linge 2em, Breite 
lem) wurden gleich groBe, schmale Offnungen, vom kurzen Rande des 
Papierstiickchens ausgehend, gemacht (Linge jeder Offnung 5 mm, Breite 
(,6mm). Eines der Papierstiickchen wurde an ein gleich groBes Stiickchen 
einer entwickelten, fixierten und etwas verschleierten photographischen 
Platte angeklebt und die erhaltene Platte an das Negativ des zu messenden 
Streuungshalbkreises so gelegt, daB die Offnung des Papierstiickchens aut 
die streuungsfreie Stelle unterhalb des Streuungssegmentes, perpendikular 
za seiner langen Achse kam. Das andere Papierstiickchen wurde ebenfalls 
auf dieses Negativ, aber mit der Offnung auf das Streuungssegment selbst 
an dessen Rand und perpendikular seiner langen Achse, gelegt. Dieses 
Papierstiickchen wurde dem Radius des Streuungssegmentes entlang bewegt, 
his die Schwiirzung in beiden Offnungen gleich wurde. Die Lage der Offnung 
wurde daraufhin markiert und, nachdem dieselbe Manipulation auch aut 
der anderen Seite des Streuungssegmentes wiederholt war, die Breite 
desselben gemessen. 


Um die Beleuchtung immer konstant zu halten, wurde in die Wider- 
standskette der Lampe ein Amperemeter eingeschaltet und die Strom- 
stirke immer genau auf 5 Ampere (bei der Beleuchtung mit einer Bichromat- 
Kupfervitriol-Lampe, vgl. Max Plotnikow 1938) gehalten. Da aber infolge 
dieser Einschaltung des Amperemeters die Beleuchtung nicht augenblicklich 
ihre volle Starke erlangte, wurde das zweite Diaphragma mit einer beweg- 
lichen Aluminiumplatte geschlossen und erst aufgemacht, bis die Lichtstiarke 
konstant war. Die Beleuchtungszeit war entweder 60 oder 120 Sekunden, 
die durch eine Sekundenstoppuhr gemessen wurden. 


In den Versuchen, in denen ein Vergleich der Streuung verschiedener 
£ 

Substanzen oder einer und derselben Substanz, aber unter verschiedenen 

Bedingungen, notwendig war, wurden alle photographischen Vergleichs- 

platten in demselben Bade (immer 10 Minuten bei 18° C) entwickelt, wobei 


' Der Radius des Streuungshalbkreises R wird aus der Gleichung 
RB 
bestimmt: R? = 7 4. Somit ist die Flache dieses Halbkreises 


x /{B* 
F 5° 4) 0,39 B® + 6. 
In meinen friiheren Arbeiten wurde die Flache des Streuungshalbkreises 
mittels einer Formel berechnet, die nicht nur die Breite B, sondern auch die 
Hohe des Segmentes einschloB. Auf die Messung der Héhe des Segmentes 
wurde jetzt verzichtet, weil diese Messung nicht genau ist: sein unterer 
Rand ist wegen des Ubergangs eines Teiles der Strahlen iiber den Blenden- 
rand nicht scharf genug. 

Biochemische Zeitschrift Band 309, 17 
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als Entwickler Rodinal (Agfa, 20mal verdiin: wen let wurde!, Nach 
der Entwicklung der Platten wurde der Ent: durch Wasser ersetzt 
und die Platten in ein saures Fixierbad gebrac e Dunkelkammer wai 
mit einer Kupfervitriol-Bichromat-Lampe_ bek 

Es soll noch erwahnt werden, daB die Appa ‘rst dann als einwand 
frei betrachtet werden kann, wenn die Kassettc i e.er mit Hexan ge 


fiillten Kiivette keinen Streuungshalbkreis auf der ohotographischen Platt: 
erzeugt. 


Um den T'yndall-Effekt der Proteinlésungen zu bestimmen, wurcd 
derselbe direkt von oben beobachtet. 


Der dazu dienende Apparat bestand aus einer geschwarzten metallischen 
Wand, in der zwei gleiche viereckige Offnungen (horizontaler Rand 8 mm. 
vertikaler Rand 3mm) im Abstand von 8mm und in derselben Héhe 
angebracht waren. Diese Wand wurde senkrecht zur optischen Achse der 
Linsen und Diaphragmen vor dem zweiten Diaphragma des oben be 
schriebenen Apparates und in solechem Abstand von demselben aufgestellt, 
daB die beiden Offnungen sich im Lichtkegel befanden. Hinter der Wand 
wurden zwei planparallele, 10 ccm der zu untersuchenden Lésung oder 
Suspension enthaltende Glaskiivetten (65 x 48mm, innere Dicke 10 mm) 
senkrecht zur optischen Achse und dicht nebeneinander so gestellt, daB das 
durch die Wand6ffnungen einstrahlende Licht durch die beiden Fliissigkeiten 
im Abstande von 1mm von ihrem Niveau ging und in denselben einen 
Tyndall-Etfekt erzeugte, der von oben aus betrachtet als zwei gleiche 
beleuchtete Rechtecke sichtbar war. Diese wurden durch ein vertikales 
Rohr beobachtet, dessen Héhe der klaren Sehweite entsprach. Das Ganze 
befand sich in vollkommener Dunkelheit. In einer Kiivette befand sich 
die Proteinl6sung, deren Tyndall-Eftekt bestimmt werden soilte, die 
andere enthielt eine Vergleichssuspension von durch Hitze koaguliertem 
alkalischen Albumin, die durch Mischung von ganz genau bestimmten 
Volumina einer Ausgangssuspension dieses Albumins (0,02 g in 100 cem 
mit Wasser erhalten worden war. Der Albumingehalt der Vergleichs- 
suspension, bei welchem die Tyndall-Erscheinung in beiden Kiivetten 
gleich wurde, gab das MaB fiir den T'yndall-Effekt in der Proteinlésung. 


3. Tyndall-Effekt der Proteinlésungen 
und dessen Abhingigkeit von der Substanzkonzentration. 


Bekanntlich zeigen alle Proteinlésungen, auch wenn sie klar filtriert 
sind und keine noch so geringe Opaleszenz aufweisen, immer einen 
T yndall-Effekt im weiBen Licht. Es sei daran erinnert, daB die Starke 
desselben fiir sehr kleine Teilchen nach der Rayleighschen Formel der 
vierten Potenz der Wellenlange der Strahlen umgekehrt proportiona! 
ist. Infolgedessen erscheint der T'yndall-Effekt, der beim Durchgang 
eines Biindels weiBer Strahlen durch Proteinlésungen entsteht, von 

' Die fiir die Aufnahme der Streuung verwendeten photographischen 
Platten (Infrarot, 800, Rapid) verlieren ihre Empfindlichkeit fiir ultrarote 
Strahlen ungefihr in 3 Monaten. Die Vergleichsnegative miissen also, wenn 
moéglich, wihrend eines Tages gemacht werden. Die Negative, die im 
Abstand von einigen Tagen gemacht werden, sind nicht vergleichbar. 
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oben oder von der S obachtet, immer blaulich. Wird aber das 
durchgehende Lichtbi ‘orher durch das Glasfilter R.G.5 (Schott, 
Jena) filtriert, das nen kleinen Teil dunkelroter und ultrarote 
Strahlen durchlaBt, +s d bei der verwendeten Beleuchtung (vgl. 


Abschnitt 2) kein Ty dl-Effekt in Proteinlésungen beobachtet. Unter 
len EiweiBkérpern, die in dieser Arbeit benutzt wurden, machte nur 
kristallisiertes Tabakmosaikvirus eine Ausnahme. Seine Lésungen, 
auch wenn sie sehr stark verdiinnt waren, zeigten immer einen 7'yndall- 
Effekt im Dunkelrot!. Es ist anzunehmen, da es bei der Kristallisation 
des Virus zu einer sebr schwachen Denaturierung und Koagulation 
kommt, so daB Teilchen auftreten, die aus mehreren Makromolekiilen 
zusammengesetzt sind. Fiir solche groBe Teilchen ist die Rayleighsche 
Formel nicht giiltig, weil die Starke der Tyndall-Streuung in diesem 
Falle von der Wellenlinge der Strahlen unabhangig ist (vgl. Gétz, 
Anderson, Smirnow, Stratton, v. d. Borne u.a.). Nach Smirnow ist 
zwar bei Teilchen, deren Radius 120 bis 240 my, betragt, der Unterschied 
zwischen der T'yndall-Streuung in roten und blauen Strahlen ebenfalls 
nicht auffallend, so daB man denken kénnte, daB die Makromolekiile 
des Virus groB genng waren, um den T'yndall-Effekt auch im Dunkelrot 
zu zeigen, doch beziehen sich die Resultate von Smirnow nur auf kugelige 
Teilchen. Die Makromolekiile des Virus sind dagegen stabchenférmig, 
mit einer Lange von 190 my. und einer Dicke von 15 my, so dal die 
Giltigkeit der Rayleighschen Forme] in diesem Falle sehr wahrscheinlich 
ist. In der Tat zeigten Rohlésungen des Mosaikkrankheitsvirus in 
meinen Versuchen keine Tyndall-Erscheinung im Dunkelrot. Die 
Tyndall-Streuung ist eine noch unbekannte Funktion der Wellenlange 
und Teilchengré8e. Die kleinen Teitchen geben im Ultrarot keinen 
Tyndall-Effekt, dagegen die groBen. Es tritt somit nach Max Plotnikow 
(1939, 1940) eine Umkehrung ein, weil die groben Triibungen fiir 
Ultraviolett durchlassig werden. 

Somit ist die Streuung ultraroter und dunkelroter Strahlen in 
Proteinlésungen (Filter R.G. 5, Schott) ausschlieBlich eine longitudinale 
Streuung nach Plotnikow. Bei der Untersuchung der Abhangigkeit der 
Tyndall-Streuung der Proteinlésungen von der Substanzkonzentration 
kann also nur die Rede von einer Tyndall-Streuung des weiBen Lichtes 
sein. 

Schon von vornherein konnte vermutet werden, da} die Abhangig- 
keit des T'yndall-Effekts von der Substanzkonzentration im Falle der 
Proteinlésungen der bei Emulsionen beobachteten ahnlich sein mub. 


1 Fiir die Zusendung einer Lésung kristallisierten Tabakmosaikvirus 


' méchte ich hier Herrn Dr. Schramm (Kaiser Wilhelm-Institut, Berlin- 


Dahlem) meinen herzlichen Dank aussprechen, 
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Charakteristisch fiir den T'yndall-Effekt der Emulsionen ist, daB er 
bei kleinen Konzentrationen der emulgierten Substanz fast proportional! 
der Konzentration wachst: bei héheren Konzentrationen beginnt 1 
aber langsamer als die Konzentration anzusteigen, bis er bei einer 
gewissen groBben Konzentration fast unabhangig von derselben und 
konstant wird (vgl. Lepeschkin 1939). 

Die Abhangigkeit des 7'yndall-Effekts von der Konzentration der 
Proteinlésungen wurde an Eialbumin (Albumen ovi siccum, EL. Merci 
und Oxyhamoglobin aus Hammel-Erythrocyten untersucht. Da 
Albumin Spuren von Globulin enthalt, die bei der Verdiinnung seiner 
Lésungen mit Wasser eine sehr schwache Triibung in denselben hervor- 
rufen, wurden die Albuminlésungen entweder durch Auflésen passende1 
Mengen in Wasser und Filtrieren der erhaltenen Lésungen bis zu voll. 
kommener Klarheit oder durch Verdiinnen einer konzentrierten Lésung 
zubereitet, zu der vorher 8°, NaCl zugesetzt worden waren und die 
nachher vollkommen klar filtriert wurde. Im ersten Falle wurde der 
Proteingehalt aller Lésungen und im zweiten Falle nur der der Aus- 
gangslésung durch Trocknen bei 100°C, Extraktion mit Wasser und 
mehrmaliges Trocknen bei 126°C bestimmt. 

Hamoglobinlésungen wurden durch Verdiinnung der Ausgangs- 
lésung, in der vorher 10°, NaCl gelést worden waren, mit Wasser 
hergestellt. Diese Ausgangs!ésung wurde folgendermaSen erhalten 
Hammel-Erythrocyten wurden in 7 Volumteilen destillierten Wassers 
gelést, nach 2 Tagen bei 6° C gut abzentrifugiert (1/, Stunde, 3000 Touren 
in 1 Minute) und die erhaltene klare Lésung mit Essigsaure gemischt. 
bis ihr py gleich 4,5 wurde. Nach 1 Stunde wurde der entstanden: 
Niederschlag abfiltriert, der aus sehr hoch molekularen Globulinen und 
wahrscheinlich aus StromaeiweiB (vgl. Boehm) bestand. Erst jetzt 
wurde der erhaltenen vollkommen klaren Hamoglobinlésung Na(! 

‘gugesetzt. Sie enthielt eine kleine Menge farbloser Proteine (ungefib 
015°) und 4,7°% Hamoglobin (4,7 g in 100 ccm): ihr py-Wert war 74 
wahrend alle Albuminlésungen py = 5,9 hatten. 


Da die Streuungsstrahlen bei der Beobachtung des Tyndall 
Effekts der Hamoglobinlésungen im weiBen Licht sich rot farben, so 
wurde die Starke dieser Erscheinung mit derjenigen in alkoholischen 
Fuchsinlésungen nach der Zugabe der im Abschnitt 2 beschriebenen 
Ausgangssuspension des koagulierten Albumins verglichen. Die er 
haltenen Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt!. 

' In einigen Versuchen wurde auch beim Vergleich des Tyndall-Ettekt> 
des Albumins mit demjenigen der Suspension von koaguliertem Albumin 
die Ausgangssuspension nicht zu Wasser, sondern zu Alkohol zugesetzt 
Das Resultat des Vergleichs blieb unverindert. 
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fabelle lL. Tyndall-Streuung von Albumin- und Oxyhamoglobin 
Losungen bei verschiedenen Substanzkonzentrationen, aus- 
gedriickt in der Konzentration des koagulierten Albumins in der 
Vergleichssuspension (vgl. Abschnitt 2). 
K Proteinkonzentration (g in 100 cem Lésung), 7’ Tyndall-Streuung, 
in g des koagulierten Albumins in 1000 cem der Vergleichssuspension. 
WeiBes Licht. 





| i 18.4 9,1 4,7 2: 0.9 0,5 

Albumin ! Wa Ae 0,084 0,081 0,048 0.023 0,010 0,006 

| (7/K)-10' 46 89 102 100 111 120 
: | ) SME Ae 4 2 1 0,5 
Hamo- } ip |! 0,014 0,014 0,011 0,006 
globin | (T/K)-10' | 36 70 110 120 


Aus Tabelle 1 ist zu ersehen, daB in beiden Proteinlésungen der 
Tyndall-Effekt bei kleinen Konzentrationen diesen proportional ist, 
wahrend er bei der Erhéhung der Konzentration bis 9°, bei Albumin 
und bis 2° bei Hamoglobin sein Maximum erreicht und sich bei der 
weiteren Erhéhung der Substanzkonzentration nicht merklich andert. 
Bei kleinen Konzentrationen ist die Starke des Tyndall-Effekts in 
Albumin- und Hamoglobinlésungen gleich, wahrend sie bei héheren 
Konzentrationen bei Hamoglobin viel geringer als bei Albumin ist. 
Die Ursache dieser Erscheinung liegt wahrscheinlich in ungleicher 
Hydratation der Micellen beider Proteine bei verschiedenen Kon- 
zentrationen!. Es sei noch darauf aufmerksam gemacht, daf{ der 
Tyndall-Effekt des denaturierten und koagulierten Albumins (in der 
Vergleichssuspension) mehr als 800mal starker ist als derjenige in der 
Lésung des nativen Albumins. 


4, Abhingigkeit der longitudinalen Streuung 
von der Substanzkonzentration. 


Da die longitudinale Streuung durch die Molekiile der EiweiSkérper 
hervorgerufen wird, so kénnte schon von vornherein vermutet werden, 
daB bei kleinen Substanzkonzentrationen die genannte Streuung (wie 
der T'yndall-Effekt) der Konzentration ungefihr proportional ist. In 
der Tat wurde diese Proportionalitat in meinen Versuchen an Eledone- 
Hamocyanin und Viren der Tabakmosaikkrankheit bestatigt (Lepeschkin 
1941). Diese Proportionalitét wurde auch in den folgenden Versuchen 
mit Albumin bestatigt, wihrend bei gréBeren Konzentrationen desselben 
die Streuung nicht so stark wachst wie die Konzentration. Aber auch 


* Unter Micellen der EiweiBkérper, die in Wasser molekular dispers 
sind, werden hier Molekiile derselben verstanden, deren Hauptvalenzketten 
zu Kugeln oder rundlichen Teilchen zusammengerollt und mit Wasser- 
molekiilen belastet sind. 


i7* 
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bei ganz groben Konzentrationen erreicht sie keine maximale GréBe, dic 
sich im weiteren nicht verdndert, wie es im Falle des T'yndall-Effekts 
beobachtet wird. 

Versuche wurden mit denselben Lésungen gemacht, die schon 
friiher zur Bestimmung des 7'yndall-Effekts verwendet wurden. Di 
Beleuchtungszeit bei der Aufnahme der Streuung war 120 Sekunden 
Da die konzentrierteste Albuminlésung (18°) eine gelbe Farbe hatt: 
wurde zunichst festgestellt, inwieweit der Streuungshalbkreis durch 
die Absorption anderer Strahlen durch die Lésung, fiir die die benutzten 
photographischen Platten (Infrarot, 800) empfindlich sind, vermindert 
wird. Eine Hefesuspension (Verdiinnung 1g PreBhefe auf 600 ccm 
Wasser), die in die im Abschnitt 2 beschriebene Kiivette gegossen und 
fortwihrend mit einem Aluminiumdraht geriihrt wurde, ergab den 
Streuungshalbkreis B = 37 und F = 540. Wurde aber zwischen dem 
dritten und vierten Diaphragma (vgl. Abschnitt 2) eine Kiivette mit der 
Albumin!ésung so aufgestellt, daB das Licht durch sie filtriert wurde 
so ergab die Hefesuspensicn B = 32 und F = 406. Wir haben also 
zwei Gleichungen zur Bestimmung der longitudinalen Streuung det 
Albumin!ésung P undder Absorption A: P + A = 1384 und P — A = F. 
worin F die tatsachlich gefundene Streuung ist. Der Halbkreis diese: 
Streuung war B — 13 und F = 72. Somit wiirde der Streuungshalbkreis 
der Albuminlésung ohne die Absorption der Strahlen P = 103 sein 
und die Absorption A = 31. Die Resultate der Bestimmung der wahren 
Streuungshalbkreise der Albuminlésungen fiir verschicdene Konzentra- 
tionen sind in Tabelle II angegeben. 


Tabelle IT. 
Longitudinale Streuung ultraroter Strahlen (Filter R.G. 5) in 
Albuminlésungen verschiedener Konzentration (pq 5,9). 
kK, = Konzentration in g in 100 ecm der Lésung. B = Breite der gefundenen 
Streuungshalbkreise (in mm). / = ihre Flache (in qmm). P = Streuungs- 
halbkreise nach der Beriicksichtigung der Absorption. 





RK: 18,4 9,1 4,7 | 2,3 0,9 
, TS 13 12 10 8,5 4,5 
CS tv 72 62 45 34 14 
Preheat 103 77 53 38 16 
| Geer 6,8 8,4 11,2 16,5 £i7 


Im groBen und ganzen kénnen wir also schlieBen, daB die Kurv: 
der Abhangigkeit von der Substanzkonzentration fiir die longitudinal 
Streuung der Albuminlésungen sich von derjenigen fiir den Tyndall 
Effekt dadurch unterscheidet, daB sie bei grofen Konzentrationen 
keinen scharfen Bruch zeigt und zur Konzentrationsachse nicht paralle! 
wird, wie es bei dem 7'yndall-Effekt zu beobachten ist. 
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5. Longitudinale Streuung und Molekulargewicht. 


Im Abschnitt 3 wurde berichtet, daB der T'yndall-Effekt in gleich- 
konzentrierten Lésungen von Albumin und Hamoglobin bei kleiner 
Konzentration derselben gleich ist. Zwar nimmt die 7'yndall-Streuung 
mit dem Teilchendurchmesser zu (vgl. Gans, Miiller-Pouillet), der 
Unterschied zwischen den Teilchendurchmessern bei Albumin und 
Himoglobin ist aber nicht groB genug, um den T'yndall-Effekt zu 
beeinflussen. Bei gréBeren Konzentrationen ist aber, wie wir wissen, 
die T'yndall-Streuung des Hamoglobins sogar viel schwacher als die 
des Albumins, obwohl seine Molekiile gréBer sind. Andere Resultate 
wurden aber bei der Untersuchung der longitudinalen Streuung beider 
Proteine erhalten. So ergab die 4°,ige Hamoglobinlésung (py = 7), 
die fiir die Bestimmung des 7 yndall-Effekts gebraucht wurde, den 
Streuungshalbkreis B = 7,5 und F — 28 (Filter R.G. 5, Beleuchtungs- 
zeit 60 Sekunden). Gleichzeitig war der Streuungshalbkreis einer Hefe- 
suspension ohne Filtration des Lichtes durch diese Himoglobinlésung : 
B = 29,5 und F = 347, mit der Filtration desselben durch diese Lésung: 
B= 22 und F = 195. Somit hatten wir zwei Gleichungen zur Be- 
stimmung des wahren Streuungshalbkreises der Hamoglobinlésung P 
(vgl. Abschnitt 4): 4 + P 152 und P — A 28 (worin A die Absorp- 
tionsgréBe der Strahlen in der Hamoglobinlésung ist). Aus diesen 
Gleichungen ergibt sich: P — 90. Eine 4°,ige Albuminlésung, deren 
pu jetzt auf 4,8 (LEP.) eingestellt wurde, ergab den Streuungshalbkreis : 
B = 12,5 und F = 67, oder nach der Beriicksichtigung der Absorption der 
Strahlen: P —73. Das Verhaltnis der Streuungen beider Proteine ist also 
90/73 1,23. Da das py der Lésungen ihren isoelektrischen Punkten 
entsprach, so war das Molekulargewicht des Albumins 34000, das des 
Hamoglobins 68000. Die Hamoglobinlésung enthielt aber noch 0,15°, 
farblose Proteine, deren Molekulargewicht gleich 34000 gesetzt werden 
kann, so daB das durchschnittliche Molekulargewicht der Proteine in 
der Hamoglobinlésung etwa 66000 war. Das Verhaltnis der Molekular- 
gewichte ist also 1.94. Die kubische Wurzel aus diesem Verhaltnis ist 


11,94 — 1,24. In den Grenzen der Genauigkeit der Methode ist also 
die longitudinale Streuung der Kubikwurzel aus dem Molekulargewicht 
der Substanz proportional. Diese Regel ist auch bei kleinen Konzentra- 
tionen der Proteinlésungen giiltig. Um aber bei diesen Konzentrationen 
von Albumin und Hamoglobin eine geniigend starke Streuung zu er- 
halten, war es notwendig, die Beleuchtung durch eine Annaherung der 
Linse an das Diaphragmensystem (zweites bis fiinftes Diaphragma) 
und einzelner Diaphragmen aneinander etwas zu verstarken; die Be- 
leuchtungszeit wurde auBerdem bis zu 120 Minuten verlangert und es 
wurden ganz frische Platten verwendet (vgl. Anmerkung zu S. 258). 
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Die Konzentration beider Proteinlésungen war diesmal 0,93 2 in 
100 com Lésung. Das py der Albuminlésung war 4,8 und das de: 
Hamoglobinlésung 7,0. Die erste Lésung ergab die Streuung: B 13 
und F = 72, die zweite Lésung: B 14.5 und # — 87. Ein spezielle: 
Versuch mit der Streuung der Hefesuspension ohne und mit Filtra 
tion des Lichtes durch die verwendete Hamoglobinlésung zeigte, dat 
in diesem Falle keine nennenswerte Absorption der Strahlen, fiir di: 
die Platten empfindlich waren, in der Lésung stattgefunden hatte 
Das Verhaltnis der beiden gefundenen Streuungen ist also 1,21, so da} 
die obengefundene Regel auch diesmal giiltig ist. 

Besonders schén wird die Regel der Proportionalitat zwischen de: 
Streuung der Proteine und der kubischen Wurzel aus ihrem Molekulai 
gewicht an Proteinen mit sehr hohem Molekulargewicht veranschaulicht 
In den Versuchen wurde die Streuung von Lledone-Haimocyanin und 
Virus der Tabakmosaikkrankheit verglichen. 

Zur Darstellung von Eledone-Haimocyanin wurde das Blut dieses 
Kraken nach dem Zusatz von Natriumsulfit zur Reduktion der Sauerstoff.- 
verbindung von Hamocyanin durch Glasfilter filtriert. Das Blut von 
Kledone enthalt, nach Kohbert, keine anderen Proteine. Nach Trocknen 
bei 100°C, Extraktion mit Wasser und Trocknen bei 120°C ergab sich 
in der erhaltenen Lésung ein Hamocyaningehalt von 5,3°,. Diese 
Lésung hatte eine schwache gelbgriine Farbe und zeigte blaue Fluores 
zenz, aber keine Opaleszenz und keinen J'yndall-Effekt im Dunkelrot 
Sie wurde, nachdem ihr py auf 6,8 gebracht war, mit destilliertem 
Wasser (py = 6,8) genau 35mal und ein Teil der erhaltenen Lésung 
noch 3mal verdiinnt. Der Proteingehalt war in der ersten Lésune 
0,145°,, und in der zweiten Lésung 0,047 °,,. Die Lésungen waren farblos 
Der durch die photegraphische P'atte aufgenommene Streuungshalb- 
kreis fiir ultrarote Strahlen (Filter R. G.5) war, nach den schon friihe: 
verffentlichten Angaben (vgl. Lepeschkin 1941), im Falle der erste: 
Lésung F = 46 und in dem der zweiten Lésung # = 16. Eine Roh 
lésung von Mosaikviren, die 0.1°,, Protein enthielt, zeigte den Streuungs 
halbkreis F — 30. Da diese Lésung hellbraun war, wurde der Streuungs 
halbkreis einer Hefesuspension mit und ohne Filtration des Lichtes 
durch die Viruslésung bestimmt. Im ersteren Falle war er F — 302 
im zweiten F — 390, so das die wahre Streuung der Viruslésung P 
ist. Da die longitudinale Streuung des Eledone-Hamocyanins fast 


proportional der Konzentration seiner Lésung war, so wird der Strev 
ungshalbkreis seiner 0,1°,igen Lésung zu F = 33 berechnet, so da! 
das Verhaltnis der Streuungen der gleichkonzentrierten Lésungen vo! 
Kledone-Hamocvanin und Mosaikvirus 59/33 = 1,79 ist. Nun ist das 
Verhaltnis ihrer Molekulargewichte 17000000/2790000 = 6,1, und dic 
kubische Wurzel aus diesem Verhaltnis ist 1,83. In den Grenzen de: 
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Genauigkeit der Methode ist also auch diesmal die obengefundene 
\bhangigkeit der longitudinalen Streuung vom Molekulargewicht der 
Substanz anwendbar. 

Wurden zum Vergleich der Streuungen 0.15°,ige Lésungen von 
kristallisiertem Mosaikvirus und Hamoglobin benutzt, so waren die 
vefundenen Streuungen F, = 93 und F, = 12 und ihr Verhaltnis 7,7, 
wahrend die Kubikwurzel aus dem Verhaltnis der Molekulargewichte 


17000000 ; 
| 6.4 ist. Dieses Verhaltnis war kleiner als das der Streu- 


66000 
ungen, weil, wie frither erwahnt (vgl. 8. 259), die Lésung des kristalli- 
sierten Virus einen schwachen T'yndall-Effekt im Dunkelrot zeigt, so 
daB seine Streuung nicht nur die longitudinale Streuung, sondern auch 
eine Tyndall-Streuung enthalt. 

Die Angaben iiber das Verhaltnis der Streuung verschiedener 
Proteine zu ihren Molekulargewichten sind in Tabelle II] zusammen- 
gestellt. Die Angaben iiber Haimocyanine wurden meiner friiher 
publizierten Arbeit entnommen (Lepeschkin 1940), 


Tabelle ITT. Abhangigkeit der longitudinalen Streuung der Pro- 
teine (Lichtfilter R.G. 5) von ihrem Molekulargewicht bei gleichen 
Konzentrationen. 

V.S. sind Verhaltniszahlen der Streuungen, wobei die Streuung von Ei- 
albumin gleich | gesetzt wurde. V. M. sind Verhialtniszahlen der Molekular- 
gewichte, wobei das von Albumin gleich 1 gesetzt wurde. 





Proteine Molekulargewicht V.S8. V.M. \ VM. 
NINE 5 bss eb od ce eee 34 000 l l l 
Osvnemogiobin .... 2... 0.s+ 68 000 1,22 2 1,25 
Eledone-Hamocyanin (py = 11) 457 000 2,82 13,4 2,40 
Homarus-Haimocyanin ....... 752 000 2,95 22.1 2,80 
Eledone-Haimocyanin (py = 6,8) 2 791 000 3,86 82 4,34 
Tabakmosaikvirus ........... 17 000 000 6,91 500 7,94 


6. Veriinderung der longitudinalen Streuung 
und des Tyndall-Effekts bei verschiedenen px-Werten und Zusiitzen. 


Bekanntlich zerfallen Proteinmolekiile bei einem geniigenden 
Abstand vom isoelektrischen Punkt in Bruchteile (Svedberg). Es war 
also zu erwarten, dab die longitudinale Streuung bei der Veranderung 
des py-Wertes der Proteinlésungen bei der Entfernung vom isoelektri- 
schen Punkt abnehmen wird. Diese Vermutung wurde in der Tat an 
Albuminlésungen bestitigt. Die Versuche wurden mit denselben 
Albuminlésungen gemacht, deren Bereitung schon friiher beschrieben 
wurde (vgl. 8.260). Der Ausgangslésung von Albumin wurden 8°, NaCl 


zugesetzt. 
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Die Veranderung des py-Wertes wurde durch den Zusatz méglichst 
kleiner Mengen von Essigsiure und Natronlauge erzielt. Das py det 
Die Resultate, die fiir 
die longitudinale Streuung erhalten wurden, sind in Tabelle [V_ zu 


Lésungen wurde potentiometrisch bestimmt. 


sammengestellt. 

Wie aus Tabelle LV zu ersehen, ist das Verhaltnis der Starke de: 
longitudinalen Streuung bei py = 4,8 zu der bei py —5,9 bei ver- 
schiedenen Konzentrationen gleich: 1,23, 1,27, 1,14 und 1,65, oder im 
Mittel 1,32. Die dritte Potenz dieser Zahl ist 2,2. 
nehmen, daB bei py = 5,9 schon ein vollkommener Zerfall der Albumin 
molekiile zu Bruchstiicken (mit dem Molekulargewicht ung. 16000 
Kin weiterer Zerfall tritt aber bei py 


Ks ist also anzu- 


eintritt. 8.5 nicht ein, weil 


das Verhaltnis der Streuungsstirke bei py = 4.8 zu der bei py = 8,5 


im Mittel ebenfalls 1,31 ist. 


Tabelle [V. Veranderung der longitudinalen Streuung der ultra- 





roten Strahlen (Filter R.G. 5) bei Veranderung des pH-Wertes 
der Albuminlésungen. 
Bedeutung der Buchstaben vgl. Tabelle IT. 
E: 18 9 1,5 2,25 
| B 11,5 11 10,5 7,5 
Pu = 5,9 F 57 53 49 28 
| P 88 68 57 32 
Pu = 4,8 | B 13,5 13 11,5 10,5 
(isoelektrischer, F 77 72 57 49 
Punkt) 108 87 65 53 
| B 11,5 9,5 9,5 9,5 
pu 8,5 F 57 41 11 41 
| P 88 56 49 45 
Was nun die Verdnderung des T'yndall-Effekts der Albumin- 


l6sungen bei der Entfernung des py vom isoelektrischen Punkt anbelangt. 
so ist sie, wie auch zu erwarten war, bedeutend schwacher als die der 
longitudinalen Streuung. Die Resultate der Versuche sind in Tabelle V 
zusammengestellt. 


Tabelle V. Tyndall-Streuung von Albuminlésungen 
bei verschiedenem px. 


Bedeutung der Buchstaben vgl. Tabelle I (8. 261). WeiBes Licht. 





RK: 18 9 4,5 2,25 
me = 6,9 T 0,094 0,094 0,049 0,026 
mm = 48 T 0,100 0,098 0,058 0,031 
pe = 85 T 0,085 0,080 0,050 0,031 


Wie aus Tabelle V zu ersehen, ist das Verhaltnis der Starke der 
Tyndall-Streuung bei py = 4,8 zu der bei py = 5,9 und py = 8,5 im 
Mittel gleich 1,11 und 1,13. Die Veranderung der T yndall-Streuung 
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in diesem Falle mu man hauptsichlich der Veranderung der Hydrata- 
tion der Albumin-Micellen zuschreiben, die den Brechungsindex der 
Teilchen beeinfluBt. Bei der Entfernung vom isoelektrischen Punkt 
ist eine Verstirkung der Hydratation und eine Verminderung des 
Brechungsindex zu erwarten. Der Durchmesser der Teilchen andert 
sich dagegen nicht so stark beim Zerfall zu Bruchteilchen, daB er die 
Tyndall-Streuung merklich beeinflussen kénnte (vgl. 8. 263). 

Die Veranderung des Brechungsindex der Albuminteilchen kann 
auch durch Zusatz von Substanzen zur Albuminlésung hervorgerufen 
werden, deren Brechungsindex héher als der von Wasser ist. So ver- 
inderte sich die Starke der 7'yndall-Streuung bei Glycerinzusatz. Da 
der Brechungsindex von Glycerin 1,475 und der von Wasser 1,333 ist, 
so ist der Brechungsindex der Proteinteilchen gegen Wasser gréBer als 
gegen Glycerinlésungen. 

Kine 18%ige Lésung von Eialbumin in Wasser, die wie friiher 
bereitet war (vgl. 8.260) und der 8°% NaCl zugesetzt wurden (px = 5,9) 
zeigte einen 7'ynda/l-Effekt (weiBes Licht), der demjenigen einer Sus- 
pension von 0,080 g des denaturierten und kcagulierten Albumins in 
1000 ccm Wasser gleich war. Nun wurde diese Albuminlésung entweder 
mit dem gleichen Volumen Wasser cder mit dem gleichen Volumen 
Glycerin gemischt. Die ethaltene 9°ige Lésung von Eialbumin zeigte 
einen 7T'yndall-Effekt, der im ersten Falle dem von 0,078 ¢ und im 
zweiten Falle dem von 0,044 g denaturierten Albumin in 1000 ccm 
Wasser entsprach. Gerade entgegengesetzte Resultate ergab die Unter- 
suchung der longitudinalen Streuung ultraroter Strahlen. 

Die urspriingliche Albumin!ésung zeigte einen Streuungshalbkreis : 
B = 1).5 und F = 57, eder nach Addition der durch die Lésung absor- 
bierten Strahlen: P = 88. Nach der Verdiinnurg der Lésung mit 
Wasser war die Streuung der jetzt 9%igen Albuminlésung gleich: 
B=11, F = 53 und P = 68, nach der Verdiinnung der Lésung mit 
Glycerin war sie aber: B = 13, F = 72 und P = 87. Die Ursache dieser 
Zunahme der Streuung liegt wahrscheinlich wieder in einer Veranderung 
der Hydratation der EiweiB-Micelle, die ihrerseits die Herstellung der 
gr6Bcren Molekiile bewirkt. 

Der Zusatz von NaCl wirkt ahnlich: die longitudinale Streuung 
fiir ultrarote Strahlen nimmt zu, die Starke des T'yndall-Effekts nimmt 
aber ab (fiir weiBes Licht). 


Zusammenfassung. 


Der T'yndall-Effekt in Proteinlésungen, der im weiBen Licht auf- 
tritt, wird in dunkelroten Strahlen (Lichtfilter R.G.5, Schott) nicht 
beobachtet (wenigstens unter den angewendeten Beleuchtungsbedin- 
gungen: 5-Ampere-6-Volt-Lampe; Licht konzentriert auf eine 1mm 


groBe Diaphragmaéffnung). 
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Der Tyndall-Effekt der Proteinlésungen ftir weiBes Licht ve: 
andert sich mit der Proteinkonzentration ihnlich wie der der Emulsione; 
mit der Konzentration der emulgierten Substanz. Bei kleinen Kon 
zentrationen ist eine Proportionalitaét zwischen dem T'yndall-Effekt 
und der Konzentration zu verzeichnen. Bei einer gewissen groBen 
Konzentration (9°, bei Eialbumin, 2°/ bei Hamoglobin) erreicht abe: 
die Tyndall-Streuung ihren maximalen Wert und bleibt bei einer 
weiteren KonzentrationsvergréBerung ungefahr konstant. Die Kurve 
zeigt also einen scharfen Knick und lauft weiterhin der Konzentrations 
achse parallel. 

Die Tyndall-Streuung steht in keiner einfachen Beziehung zum 
Molekulargewicht der Proteine. Beim Hamoglobin ist sie schwacher als 
bei Eialbumin, obwoht die Teilchen beim letzteren kleiner als beim 
ersteren sind und diese Streuung mit der Teilchengr6Be gewoéhnlich 
zunimmt. Die Erscheinung wird einer ungleichen Hydratation der 
Micellen (vgl. Anm. 8.261) der genannten Proteine zugeschrieben. Die 
Tyndall-Streuung des denaturierten und koagulierten Eialbumins ist 
800mal starker als die des nativen Albumins. 

Die longitudinale Streuung (Plotnikow-Effekt) ultraroter und 
dunkelroter Strahlen (Lichtfilter R.G.5, Schott) der Proteinlésungen 


wachst bei klemen Proteinkonzentrationen denselben proportional, sic 
wichst aber bei gréBeren Konzentrationen immer schwacher. Die 


Kurve zeigt jedoch weder einen scharfen Knick, noch liuft sie paralle! 
zur Konzentrationsachse. 

Die longitudinale Streuung ist ungefihr der Kubikwurzel aus dem 
Molekulargewicht der Proteine proportional. 

Die longitudinale Streuung der Proteinlésungen (Lichtfilter R.G. 5 
erreicht 1m isoelektrischen Punkt ihren héchsten Wert, weil in diesem 
Punkt das Molekulargewicht der Proteine normal ist (bei Eialbumin 
34000), wahrend ihre Molekiile bei einem geniigenden Abstand vom 
isoelektrischen Punkt in Bruchstiicke zerfallen (Ubereinstimmung mit 
Svedberg). Beim Eialbumin (isoelektrischer Punkt bei py = 4.8) tritt 
ein vollkommener Zerfall zu Bruchmolekiilen bei pq = 5,9 ein, wobei 
das Molekulargewicht ung. gleich 16000 wird. Eine weitere Erhéhung des 
pu-Wertes bewirkt keinen Zerfall zu noch kleineren Molekiilen. 

Beim Eialbumin vermindert sich der Tyndall-Effekt (weiBes Licht 
bei der Erhéhung des py-Wertes, weil vermutlich die Hydratation det 
Albumin-Micellen zunimmt und ihr Brechungsindex  infolgedessen 
kleiner wird. Die Verminderung des T'yndall-Effekts ist bei eine 
pu-Ethéhung bedeutend schwacher als die der longitudinalen Streuuny 

Der Zusatz von Glycerin oder Natriumchlorid zur Albuminlésung 
erhéht die longitudinale Streuung und erniedrigt den T'yndall-Effekt 
Vermutlich verdndert sich die Hydratation der Proteinmolekiile so 
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daB der Zerfall der Proteinmolekiile zu Bruchmolekiilen sich vermindert, 
wihrend der Brechungsindex der Albumin-Micellen abnimmt, weil 
derjenige des Mediums zunimmt. 


Literatur. 


Coban, B., Acta Phys. Polonica 4, 1, 1935. Boehm, G., diese Zeitsehr. 
283, 32, 1935. Gans, R., Lichtstreuung (in Handb. d. exper. Physik., 
Leipzig). Gjuric, P., Strahlenther. 45, 141, 1932; 49, 397, 1933; Radiologica 
4,92, 1939. Jorg, M. E., Secunda Reunion de Ciencias Natur. (Argentina) 
1937; Radiologica 4, 9, 1939. Kast, W. u. Prietzschk, A., Zeitsehr. f. 
Elektrochem, 47, 112, 1941. Kobert, Pfliigers Arch. 98, 411, 1903. 
Lepeschkin, W. W., diese Zeitschr. 171, 126, 1926; Protoplasma 33, 50, 
1939: 34, 161; 35, 95, 1940; 36. 52, 1941. Miiller-Pouillets, Lehr- 
buch der Physik, Optik, I. Halfte. Neugebauer, Th., Physik. Zeitschr. 
$1, 55, 1940: Umschau 44, 233, 1940: Buavar VI, 377, 1940. Plotni- 
kow, J., Strahlenther. 39, 469, 1931; Photograph. Korresp. 67, 8 u. 11; 
Strahlenther., Dorno-Festband 45, 141, 1932; Umschau 87, 856, 1933; 
Strahlenther. 49, 339, 1934; Verhandl. d. 3. Intern. Kongr. d. Lichtforsch. 
Wiesbaden 1936, S. 220; Allgemeine Photochemie, II. Aufl., 1936. 


Plotnikow, J., u. Mibayashi, Strahlenther. 46, 3, 1931. Plotnikow u. 
Nishigishi, Physik. Zeitschr. 82, 434, 1931. Plotnikow, J., u. Splatt, 
ebenda 81, 369, 1930. Plotnikow, Max, Photograph. Korrespond. 75, 
138, 1939: 76, H. 4—6, 7—9, 1940; Photogr. Industrie 36, 503, 1938. - 
Prietzschk, A., Zeitschr. f. Phys. 117, 482, 1941. Smirnow, L., Koll.- 
Zeitschr. 71, 261, 1935. Splat, L., Acta Phys. Polonica 2, 459, 1933. 


Svedberg, Th., Koll.-Zeitschr. 51, 10, 1930. 














Zur Kenntnis des oxytocinabbauenden Prinzips 
des Blutes. 
Von 
E. Werle, A. Hevelke und K. Buthmann. 


(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akaden.ie Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1941.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Nach einer vor kurzem erschienenen Mitteilung (1) tritt im Blute 
der Schwangeren bald nach dem Beginn der Schwangerschaft ein 
Prinzip auf, welches das uteruserregende Hormon der Hypophyse, das 
Oxytocin, inaktiviert und das im Blute von Nichtschwangeren nicht 
vorhanden ist. Dieses Prinzip ist nur im miitterlichen Kreislauf nach- 
weisbar, tritt also nicht in den Foétalkreislauf iiber. Mit Sicherheit 
kann es schon im zweiten Schwangerschaftsmonat festgestellt werden. 
Seine Aktivitét nimmt mit fortschreitender Schwangerschaft zu und 
besitzt unter der Geburt den héchsten Wert. Nach der Geburt ver- 
schwindet es allmahlich aus dem Blute und ist nach der dritten bis 
vierten Woche post partum nicht mehr nachweisbar (Abb. 1). Neben der 
Bereitstellung dieses Prinzips, dessen Wirksamkeit sich gegen das Oxy- 
tocin richtet, wird in der Schwangerschaft die Wirksamkeit weiterer 
Fermente des Blutes erhéht, die Histamin und Vasopressin inaktivieren, 
woriiber wir friiher berichteten (2) (3) (4). Dann tritt in der Schwanger- 
schaft im Blute noch ein weiteres Ferment auf, welches das Melano- 
phorenhormon inaktiviert (5). 


In der vorliegenden Arbeit wird das Auftreten des oxytocin- 
abbauenden Prinzips weiter untersucht und seine Natur gekennzeichnet. 
Es sei vorweggenommen, da durch die Untersuchung der Beweis 
dafiir erbracht wird, da es sich um ein Ferment handelt, das wir 
im folgenden der Einfachheit halber als ,,Oxytocinase* bezeichnen 
wollen. 

Es interessierte zunachst die Frage, ob das Auftreten der Oxy- 
tocinase auch bei trachtigen Tieren beobachtet werden kann. Die 
Untersuchung ergab: Serum von nichttrachtigen Pferden, Kiihen, 
Schweinen, Hunden, Ratten und Meerschweinchen enthalt keine 
Oxytocinase. In keinem Stadium der Trachtigkeit dieser Tiere ist im 
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Blute Oxytocinase nachweisbar!, Die Oxytocinase erscheint also nur 
im Blute der schwangeren Frau. 

Die Inaktivierung des Oxytocins ist eine Zeitreaktion. [hr Verlauf 
wird durch Abb. 3 wiedergegeben. Die Inaktivierungsgeschwindigkeit 
nimmt mit steigender Temperatur stark zu. Sie ist in charakteristischer 
Weise von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig (Abb. 2) und 
hat in Ubereinstimmung mit dem oxytocinabbauenden Prinzip der 
Gewebe (6) ein Wirkungsoptimum bei einem py von 6,5—7,5. Die 
Aktivitat fallt nach beiden Seiten jenseits der angegebenen Werte 
steil ab. Da das py-Optimum mehr als die ganze physiologischerweise 
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Abb. 1. Oxytocinaseaktivitiit des Serums wiihrend der Schwangerschaft und im Wochenbett. 
Siehe dazu exper. Teil 2. 
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Abb. 2. pH-Aktivititskurve der Abb. 3. Fermentkonzentration und 
Oxytocinase des Schwangeren- Reaktionsgeschwindigkeit. 
serums. Ansiitze siehe exp. Teil 7. 


Siehe dazu exper. Teil 5. 


im Blute médgliche Schwankungsbreite der Wasserstoffionenkonzen- 
tration einnimmt, kénnen bei der Messung der Oxytocinaseaktivitat 
des Blutes geringe py-Verschiebungen unberiicksichtigt bleiben. Bei 
kurzer Reaktionsdauer ist die Geschwindigkeit des Oxytocinabbaus 
der Oxytocinasemenge, also der im gleichen Volumen vorhandenen 
Serummenge, direkt proportional (Abb. 3). Bei konstanter Oxy- 
tocinasemenge, aber steigender Hormonkonzentration, wird in der 
Zeiteinheit immer etwa derselbe Bruchteil der vorhandenen Oxytocin- 
menge abgebaut. 


1 Auch die Aktivitat der Histaminase ist nach unseren Untersuchungen 
bei trachtigen Tieren nicht erhodht. 
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Die Oxytocinase des Schwangerenblutes ist erwartungsgemaB thet 


molabil und verliert beim Kochen ihre Aktivitéat. Erwarmung auf 57° 


schadigt sie nur langsam. Erst nach dreistiindigem Erhitzen nimmt 
die Aktivitat meBbar, namlich um etwa 30°,, ab. Bei steriler Auf 
bewahrung des Serums bei einer Temperatur von 10° ist die Oxyto 
cinase monatelang unverandert haltbar. Die oxytocinzerstérende Fahig- 
keit des Serums nimmt bei 24—60stiindiger Dialyse gegen flieBendes 
Wasser nicht ab. 

Bei Behandlung des Serums mit Aceton-und Ather geht die Oxy. 
tocinaseaktivitat verloren. Die Zugabe des Verdampfungsriickstandes 
des Extrakts zur Lésung des Serumpulvers stellt die Oxytocinase- 





Abb. 4. Isolierter virgineller Meerschweinchenuterus. 


1—3: Einstellung des Uterus. 

1: 0,00027 int. Einheiten Oxytocin. 

2: 0,00030 

3: 0,00030_,, ae ” 

4: 0,001 cem des folgenden Ansatzes: 1,7 cem geléstes Serumpulver + 0,3 cem Orasthi 

1 int. Einheit Oxytocin + 1 cem Puffer Pu 7,4; diese Menge entspricht 0,0003 int. Ein 

heiten Oxytocin. Man erkennt die Steigerung der Ansprechbarkeit des Uterus fiir Oxytocin 

: 0,003 ccm desselben Ansatzes, jedoch + 5 mg Glutathion enthaltend: 0,01 int. Einheiten 
Oxytocin. 

3: 0,004 cem, bei 7: 0,006 cem desselben Ansatzes, entsprechend 0,012 bzw. 0,018 int. Kin- 
heiten Oxytocin. Inaktivierung also etwa 80%. 

8: 0,00030 int. Einheiten Oxytocin. 

: 0,00060 —,, ro re 


_ 


aktivitat nicht wieder her. Gibt man aber zu dem gelésten Serum. 
pulver Cystein oder Glutathion (s. Abb. 4), so wird das Ferment reakti- 
viert. Ascorbinsiure und Blausdure sind dabei unwirksam. Dieser 
Effekt ist nicht dadurch vorgetauscht, da Cystein oder Glutathion 
bei der Reaktion der Ansatze von sich aus schon Oxytocin inaktivieren 


Bringt man diese Substanzen in der fiir die Ansaitze mit Serumpulver 


angewandten Konzentration in Gegenwart von Phosphatpuffer mit 
Oxytocin zusammen, so ist die Wirksamkeit am Uterus gegeniiber 
einer reinen Oxytocinstandardlésung deutlich erhéht. Diese die An 
sprechbarkeit des  isolierten Meerschweinchenuterus verbessernde 
Wirkung scheint eine gemeinsame Eigenschaft der Aminosdéuren und 
der EiweiBkérper zu sein. Es zeigt sich nimlich etwa der gleiche Effekt 
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bei Zusatz von Tyrosin, Tryptophan, Dioxyphenylalanin, Ornithin und 
Prolin sowie bei Zusatz von Serum und Eiereiwei8. Durch Zugabe von 
Glutathion oder Cystein zu Normalserum von Frauen und Mannern 
wird dieses derart aktiviert, da es etwa ebensoviel Oxytocin abzubauen 
vermag wie Schwangerenserum. Das Tragerprotein der Oxytocinase 
ist im Blutserum also stets vorhanden. Es wird in der Schwangerschaft 
nur durch eine hinzutretende Substanz, die durch Cystein oder Glutathion 
ersetzt werden kann, zum aktiven Ferment ergainzt. Diese Vorstufe 
der Oxytocinase findet sich auch im Tierblut, z. B. im Blute von Hunden, 
Schweinen und Rindern. Ferner ist sie in der Frauenmilch, wie sich 
aus der Aktivierbarkeit derselben mit Cystein oder Glutathion ergibt, 
enthalten. Im Colostrum ist das Ferment noch in seiner aktiven Form 
nachweisbar. Die Méglichkeit, mit Cystein oder Glutathion eine oxy- 
tocinabbauende Fahigkeit in der Frauenmilch hervorzurufen, verliert 
sich mit dem Verschwinden der Oxytocinase aus dem Blute nach der 
Geburt. 

Es war wichtig, zu untersuchen, ob auch die Oxytocinase der Organe 
die Aktivierbarkeit durch Glutathion oder Cystein aufweist. Wir 
priiften in dieser Richtung Extrakte aus menschlichem Uterus und 
der Placenta. Die in ihnen enthaltene Oxytocinaseaktivitat lieB sich 
in der Tat durch Zusatz von Glutathion oder Cystein erheblich 
steigern. Es wurde weiter untersucht, ob das durch Kochen inaktivierte 
Ferment durch Zusatz von Glutathion oder Cystein reaktiviert werden 
kann. Es hat sich ergeben, daB dies in der Tat der Fall ist. Allerdings 
nimmt die Reaktivierbarkeit mit zunehmender Kochdauer ab. Durch 
Kochen wird ferner auch die ,, Vorstufe‘‘ des Ferments geschadigt. Nach 
lingerer Kochdauer lat sich namlich durch Zusatz von Glutathion 
oder Cystein nur noch ein geringer Bruchteil derjenigen Oxytocinase- 
aktivitaét hervorrufen, die bei Verwendung des ungekochten Materials, 
z. B. Colostrum, auftritt. Die Untersuchung der Abhangigkeit des Akti- 
vierungsgrades von der zugesetzten Cysteinmenge hat unter Ver- 
wendung von Milch, die ohne die Gegenwart von Cystein inaktiv ist, 
ergeben: Bei Zusatz von 0,1 mg Cystein zu 1 ccm Serum ist eine Akti- 
vierung noch nicht meBbar. Nach Zusatz von 1 mg werden 30%, bei 
5mg 90% der zugesetzten Oxytocinmenge in 2 Stunden abgebaut, 
was etwa einer maximalen Aktivierung entspricht. 

Durch Zusatz von Stoffen, die bei den verschiedensten Fermenten 
als Hemmungskérper oder Aktivatoren wirken, versuchten wir Be- 
ziehungen der Oxytocinase zu bekannten Fermenten aufzufinden. 
Wir fanden keine Substanz, die in der angewandten Konzentration die 
Oxytocinase gehemmt hatte. Gepriift wurden Blausdiure, Na-Pyro- 
phosphat, Quecksilberchlorid, Semicarbazid, Schwefelwasserstoff, Man- 
gan, Kobalt, Magnesium und der Trypsinhemmungskorper aus Eiklar (8). 

Biochemische Zeitschrift Band 309. 18 
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Aus den Versuchsergebnissen geht hervor, daB die Oxytocinase wahr. 
scheinlich mit keinem der bisher bekannten proteolytischen Ferment: 
identisch ist. Zum glei¢hen Ergebnis kamen Gulland und Macrae (9) 
auf Grund eingehender vergleichender Messungen. Sie fanden, dai 
Oxytocin zwar durch verschiedene proteolytische Enzyme abgebaut 
wird, daf aber entweder das Optimum fiir den Oxytocinabbau abwich 
von dem fiir das fermentspezifische Substrat geltende Optimum, oder 
aber, das die Aktivitaten der Fermente gegeniiber ihren spezifischen 
Substraten und dem Oxytocin nicht parallel gingen. Sicher hat dic 
Oxytocinase keine SH- oder Carbonylgruppen, ferner auch keine Schwer- 
metallatome im Agon. 


Durch Halb- oder Drittelsittigung des Serums mit Ammonsulfat 
laBt sich das Ferment in den Fraktionen nicht anreichern. Es bleibt 
nach Entfernung des Ammonsulfats durch Dialyse gleichmaBig iiber 
die Albumin- und Globulinfraktion verteilt. 


Adsorptionsversuche mit Tierkohle, Kaolin und Tonerde ergaben 
nur eine geringe Adsorbierbarkeit der Oxytocinase. 


Es interessierte uns, ob die Oxytocinase im Harn der Schwangeren 
ausgeschieden wird. Zur Priifung dieser Frage wurde zu sterilem 
Katheterurin von Graviden und Nichtgraviden Oxytocin zugegeben. 
Es fanden sich wechselnde Ergebnisse. In einigen Fallen baute weder 
Normal- noch Schwangerenurin Oxytocin ab. In anderen Fallen lie! 
sich sowohl bei Schwangeren- als auch bei Normalurin ein Abbau nach- 
weisen. Die Aktivitat lie sich in diesen Fallen durch Zugabe von 
Glutathion oder Cystein deutlich steigern. Das Wirkungsoptimum lag 
bei Abbauversuchen mit Urin bei py 6,8. Das Ferment lieB sich mit 
Aceton aus dem Urin ausfallen, ohne seine Aktivitaét zu verlieren. Durch 
Fallung mit Aceton und Trocknung mit Ather verlor es seine Wirksam- 
keit und es fand auch keine Aktivierung durch Glutathion oder Cystein 
statt. Aktivierbar war es nur dann, wenn es mit Aceton gefallt war. 
Die Versuche lassen es noch fraglich erscheinen, ob das Ferment einen 
normalen Bestandteil des Urins Gesunder darstellt oder nicht. 


Es wurde untersucht, ob das Ferment gegen ultraviolette Be- 
strahlung empfindlich ist. Dabei wurden verschiedene Serumproben von 
1 bis zu 5 Stunden Dauer mit der Héhensonne bestrahIt. Danach war 
keine Schadigung des Ferments nachzuweisen. 


Nach Gulland und Macrae (9) geht die uteruserregende Wirkung 
der zu tierischer Gewebsoxytocinase, z. B. Leberextrakten, zugesetzten 
Oxytocinmenge nie ganz verloren, Es bleibt auch bei langdauernder 
Einwirkung eine Uteruswirksamkeit entsprechend 0,3 % der zugesetzten 
Oxytocinmenge iibrig, welche von den Autoren dem fermentativ ab- 
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gewandelten Oxytocin zugeschrieben wird. Bei unseren Versuchen ist 
die Inaktivierung zwar auch nicht vollstandig, aber der Rest ist sicher 
kleiner als 0,3°;. Es werden mindestens 99,9°, Oxytocin inaktiviert. 


Experimenteller Teil. 
1. Messung des Oxytocinabbaus. 


Der Abbau des Oxytocins z. B. durch Schwangerenblut wurde am 
isolierten virginellen Meerschweinchenuterus (10) bestimmt. Es wurde 
nach gemessenen Reaktionszeiten in einem Teil der Reaktionslésung 
die noch aktiv vorhandene Oxytocinmenge an Hand einer Oxytocin- 
standardlésung ermittelt und der durch die Oxytocinase abgebaute 
Anteil errechnet. Als Oxytocinpriiparat verwandten wir Orasthin- 
., Bayer“, enthaltend 3 internationale Einheiten pro 1 cem. 


Der fiir die Bestimmung verwendete virginelle Meerschweinchenuterus 
war in einem luftdurchperlten Tyrodebad von 10 ccm suspendiert. Die 
Hebeliibertragung war 1:1. Die Badtemperatur betrug 34°. Bei dieser 
Temperatur zeigten die Uteri nur in seltenen Fallen Spontankontraktionen 
und sprachen gleichmaBiger an als in einem Bad von 37 oder 38°. Somit 
machten wir mit Meerschweinchenuteri dieselben Erfahrungen wie Christ- 
lieb (11) mit Schafsuteri. 


Die Bestimmung der Oxytocinaseaktivitaét im Serum wurde wie folgt 
vorgenommen: Zu je 1 cem Serum wurde eine gemessene Menge Oxytocin 
zugegeben und der Ansatz mit Tyrodelésung auf 2 ccm aufgefiillt. Ein 
Parallelansatz enthielt an Stelle des Serums Tyrodelésung. Die Anséatze 
standen unter Toluol gemessene Zeiten bei 37°. Der Parallelansatz diente 
nach beendeter Reaktionszeit als Standardlésung. Nach beendeter Reaktions- 
zeit wurden die Ansatze auf 0° abgekiihlt und ihr Oxytocingehalt am vorher 
eingestellten Uterus ermittelt. Da die Ansprechbarkeit des Uterus gegen- 
iiber Oxytocin durch kleine Serummengen deutlich erhéht wird (s. Abb. 4), 
haben wir im Parallelansatz an Stelle der Tyrodelésung in vielen Fiillen 
Serum genommen, welches keine Oxytocinase enthielt, und diesen Ansatz 
als Standard benutzt. Damit wurde gleichzeitig eine unspezifische Abnahme 
der Oxytocinwirkung, die durch die Behandlung der Ansitze allenfalls 
entstehen konnte, bei der Ermittlung des Oxytocinasewertes des frag- 
lichen Serums beriicksichtigt. Wie die weiter unten angefiihrten Versuche 
iiber die Abhangigkeit der Inaktivierungsgeschwindigkeit von der Reaktions- 
temperatur zeigen, geniigte es fiir die Sistierung des Abbaues fiir die Dauer 
der Auswertung die Ansitze auf 0° abzukiihlen. 


2. Das Auftreten und Verschwinden der Oxytocinase im Schwangerenblut. 
Wir haben in Tabelle I Beispiele der Versuchsergebnisse zu- 
sammengefaBt. 
Aus den Werten dieser Tabelle ergibt sich, daB die Oxytocinase 
im zweiten Monat der Schwangerschaft erstmalig nachweisbar wird, 
sich vom dritten bis achten Monat ungefihr auf derselben Héhe halt, 
18* 
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Tabelle I. 





Serum — Zugesetzte Reaktionsdauer Abbau 
Nr. ‘ Oxytocinmenge in Std. in % 
2 0,61. E. 12 22 
2 2 ta 12 25 
3 2 —é ” 0,5 50 
4 2—3 - 16 99,2 
5 : ‘ 0,5 55 
6 9) % 0,5 55 
cs ‘5 0,5 55 
8 8—9 s 0,5 60 
9 10 ee 0,5 99,9 
10 * 10 + 0,5 99,9 
1l -artus oe 0,5 99,9 
ig ¢ 6. » 0,5 99,9 
13 8. i 0,5 99,9 
14 16. re 16 99,9 
15 30. ” 16 0 


* Serum eines Falles von schwerster Eklampsie unter der Geburt mit letalem Ausgang, 
** Die Zahlen ab Serum Nr. 12 bezeichnen die Tage post partum. 


um von da ab noch einmal anzusteigen. Nach dem 16. Wochenbettstag 
fallt die Oxytocinasewirkung steil ab und erreicht etwa am 30. Tage 
post partum wieder den Nullwert. 

Die Aktivitaétsverhaltnisse im Verlauf der Schwangerschaft sind 
durch Abb. 1 wiedergegeben. Der Kurve sind die 30 Minuten Abbau- 
werte der Tabelle I zugrunde gelegt. 


3. Vorkommen der Oxytocinase im Tierblut. 


Versuchsergebnisse mit Tierblut sind in Tabelle II wiedergegeben. 


Tabelle IT. 





Oxytocinabbau in % 





Tierart ise vie é 
a) triichtig b) nicht triichtig 
Meerschweinchen ..... 0 0 
ERE PIES Re 0 0 
OMNES Ges oat ua es 0 0 
OSE EES Brana Beery eared , 0 0 
OORT es lak vce 0 0 
MM Sas cer pk aes — 0 


4. Temperaturabhangigkeit der Oxytocinasewirkung. 

Es wurden Ansatze hergestellt bestehend aus 1 ccm Retroplacentar- 
blutserum und 1 cem Oxytocin. Ein Ansatz blieb 10 Minuten bei0°®, Diean- 
schlieBende Auswertung ergab keinen Abbau von Oxytocin. Ein zweiter 
Ansatz blieb 10 Minuten bei 379. Die anschlieBende ausgefiihrte Auswer 
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tung ergab einen Abbau von 75°). Ein dritter Ansatz blieb 10 Minuten 
bei 56°, Die sofortige Auswertung ergab einen Abbau von 99,7°%,. Die 
mehrmalige Wiederholung dieser Versuchsreihe mit verschiedenen 
Retroplacentarseren ergab immer gleichlautende Resultate. 


5. Abhdngigkett 

der Oxytocinaseaktivitat von der Wasserstoffionenkonzentration. 

Die fiir die folgenden Versuche verwendeten Ansatze bestanden 
aus 2ccm Retroplacentarserum, 0,4ccm Orasthin = 1,2 int. Einh. 
Oxytocin und zur Einstellung verschiedener py-Werte aus wechselnden 
Mengen n-Salzsiéure und n-Natronlauge. Die Ansaitze wurden auf 
4cem mit Tyrodelésung aufgefiillt. Die Reaktionstemperatur betrug 22° 
bei einer Reaktionsdauer von 2 Stunden. Die bei einer groBen Anzahl 
derartiger Versuchsreihen ermittelten Zusammenhange zwischen Abbau- 
geschwindigkeit und Wasserstoffionenkonzentration sind in der Abb. 2 
zusammengefaBt. 

Aus der Abbildung ergibt sich, da das Optimum der Oxytocinase- 
wirksamkeit in dem py-Bereich von 6,5—7,5 liegt. 


6. Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit. 

Zur Untersuchung der Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
von der Substratkonzentration wurden folgende Ansitze verwendet: 
Lceem Retroplacentarserum + 3 int. Einh. bzw. 0,3 int. Einh. Oxytocin, 
mit Tyrode aufgefiillt auf 2 cem. Nach 30 Minuten war in allen Ansitzen 
iiber 99,9°%, der zugesetzten Oxytocinmenge inaktiviert. 


7. Fermentkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit. 


Ansatze: Je 3int. Einh. Oxytocin werden zu 1,0, 0,5, 0,2 und 
0,lcem Retroplacentarserum zugegeben und alle Ansitze auf 2 cem 
mit Tyrode aufgefillt. Die Auswertung des Abbaus nach 0,5, 2, 3 und 
16 Stunden ergab die in Abb. 3 veranschaulichten Werte. 


8. Verhalten der Oxytocinase des Serums bei Ultraviolett- Bestrahlung. 


Retroplacentarserum wurde in unveraindertem Zustand auf Petri- 
Schalen in diinner Schicht ausgegossen und im Abstand von 30 cm 
mit einer Hanauer Héhensonne bestrahlt. Eine Serumprobe wurde 
mit einer Glasplatte abgedeckt und mitbestrahlt. Um Fermentschadi- 
gung durch lokale Uberhitzung und Eintrocknung des Serums zu 
vermeiden, standen die Schalen wahrend der Bestrahlung auf Eis. 
Ferner wurde Serum bestrahlt, das zuvor im Faustheimschen Apparat 
vollkommen eingetrocknet worden war. Das Trockenpulver wurde in 
Aqua dest. volumengleich gelést. Ein Teil des Trockenpulvers wurde 
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vor der Lésung in Aqua dest. mit Ather ausgewaschen. In keinem 
Falle lieB sich bei der Auswertung dieser Ansatze eine Schadigung des 
Ferments nachweisen. 


9. Inaktivierung des Ferments durch Trocknung des Serums mit Aceton 

und Ather. Reaktivierung durch Cystein und Glutathion. Zusatz von 

Glutathion und Cystein zu Normalserum. Wirkung von Ascorbin- und 
Blausdure. 

10 cem trisches Retroplacentarserum wurde mit der sechsfachen 
Menge Aceton gefallt und der Niederschlag in der iitblichen Weise mit 
Aceton und Ather getrocknet. Das gewonnene weiBe Pulver wurde in 
10 com Aqua dest. aufgenommen. 1 cem Serum ergab im Durchschnitt 
80 mg Trockenpulver. Die Versuchsansitze enthielten 1,7 cem unver- 
andertes Serum bzw. Lésung des Serumtrockenpulvers + 0,9 int. Einh. 
Oxytocin = 0,3 cem Orasthin + 1cem Phosphatpuffer py 7,4. Glu- 
tathion, Cystein, Ascorbinsiure und Blausiure wurden jeweils im 
Puffer gelést. Gesamtvolumen der Ansitze war somit 3 ccm, Reaktions 
temperatur 37°, Reaktionsdauer 2—16 Stunden. Die angegebenen 
Zusitze wurden 30 Minuten vor der Substratzugabe mit der Ferment- 
lésung zusammengebracht. Tabelle ILI verzeichnet einige Versuchs- 


beispiele. 
Tabelle III. 





Serum Zusatz : a Abhen 

in Std. in % 

Retroplacentarserum........ 2 99,9 
Geléstes Trockenpulver ..... - 2 0 
’ aes) Sake We eee 16 0 
= eT ee Verdampfungsriickstand 16 0 

des Aceton-Atherextrakts 

e eb eee 5 mg Cystein 16 90 
” erg ee eee 5 ,, Glutathion 16 90 
‘i _ Pah ao aice in 5 ,, Ascorbinsaure 16 0 
% gen emai KCN m/1000 0,3 eem 16 0 
SYMOUOMUNE Gi ce ict ce cre’ 5 mg Cystein 16 0 
ae a Ge eee ere ey yee 5 ,, Glutathion 16 0 
Normalserum .............. - 16 0 
PLE Sane NIL RRM 5mg Glutathion 3 70 
Ce ey ee ee Ba ui 5 90 
Be a Na eae anb site ee Bas Ds ‘ 16 99 
ih ae ey aN y Sep ea ey ar 5 ,, Cystein 3 70 
ie ae FP ecunloiedhe BONE dik 5 90 
See Re Se Oe atelier aa Dia i. 16 99 
Normalserum vom Hund.... 16 0 


99,9 


for) 


* 0 bo ak 5 mg Glutathion 1 
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10. Vorkommen der Oxytocinase in Colostrum und Frauenmilch. 


Die Versuche wurden in derselben Weise durchgefiihrt wie mut 
Serum. Zur Aktivierung der Oxytocinase benutzten wir Zusatze von 
Glutathion und Cystein. Ergebnisse sind in Tabelle [TV zusammen- 
gestellt. 

Tabelle IV. 





Versuchsdauer Abbau 


Zusatz in Std. in % 

Colostrum lecm .... 16 90 
Ming 26m 2.22.55. 16 0 
"ya Coa ei areata ara 5 mg Glutathion 2 94 

i. Ge Pets 5 ,, Cystein 2 90 


11. Verhalten der Oxytocinase bei erhéhten Temperaturen. 
a) Verhalten bei Erhitzung auf 57°. 

Das zu den Versuchen verwandte Retroplacentarserum wurde 
gemessene Zeiten auf 57° erhitzt und anschlieBend die entsprechende 
Oxytocinmenge und Tyrodelésung zugegeben. Die Versuchsdauer 
betrug 16 Stunden bei 379. Das Gesamtvolumen der Ansatze war 2 ccm. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle V zusammengestellt. 


Tabelle V. 





: ae cial a . Erhitzungsdauer | Abbau 

Serum Zugesetzte Oxytocinmenge in Std. in % 
ROD vcansie 8 LZ, 1 99 
_ gee - ew nicht erhitzt 99 
Re 65 ss e * 3 75 
a ck occa 0,3 ss 3 90 


b) Verhalten beim Kochen. 


Da beim Kochen von Serum die Hauptmenge des Eiweibes koagu- 
liert, wurden diese Versuche in der Hauptsache mit Frauenmilch durch- 
gefiihrt. Nach der entsprechenden Kochdauer wurde die Milch auf 
das urspriingliche Volumen mit Aqua dest. aufgefiillt. Das Serum 
wurde vor dem Kochen mit Aqua dest. auf das Fiinffache verdiinnt. 
Das Gesamtvolumen der Ansiatze betrug 2ccm. Zur Auffiillung auf 
2cem wurde Pufferlésung py 7,4, verwendet. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle VI an Hand einiger Beispiele zusammengestellt. Die Versuchs- 
dauer betrug 16 Stunden. 
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Tabelle VI. 





Fermentmaterial PR ore nll —— Zusatz ce 
Serum Mens 8; lccm.... 0,6 IL. E. ss 99 
os Sa a ag OG. =. 5 30 
Retroplacentarserum 1 ccm On 5 — 30 
Normalserum leccm ..... 0:6 -- 5, 5 0 
Ue bss cis waa 66) «4: — 5mg Glutathion 94 
a Sa we 06° 5 ae ” 50 
Se RN ia ss oie ee 5 ,, i 60 
i) iene ec ea et anche ey OG 15 Bis a 30 
BR: Re ieee 0.6 = ,, . 5 ,, Cystein 83 
a rae esa ae aan’ Ce ys 15 oa si 50 


13. Vorkommen der Oxytocinase im Urin. 


Steriler Katheterurin wurde mit Oxytocin zu sterilen Ansatzen 
zusammengebracht. Unsteriler Urin baut Oxytocinase in unspezi- 
fischer Weise schnell ab. Die Ansitze wurden auf ein py von 6,8 ein- 
gestellt, da dieser py-Wert fiir Urin das Reaktionsoptimum darstellt, 
Gleichzeitig wurde Schwangerenurin Mens X mit der sechsfachen Menge 
Aceton ausgefallt und der Riickstand in steriler Kochsalzlésung volumen- 
gleich aufgenommen (Lésung 1). Dann wurde durch Behandlung mit 
Aceton und Ather in der iiblichen Weise ein Trockenpulver hergestellt, 
das volumengleich in Aqua dest. aufgenommen wurde (Lésung 2). Die 
Ansiitze bestanden aus 2 cem Urin + 0,06 int. Einh. Oxytocin + Puffer- 
lésung. Gesamtvolumen der Ansitze war 4ccm. Die Ansatze mit 
Lésung 1 und Lésung 2 bestanden aus 1,7 ccm Lésung + 1,2 int. 
Einh. Oxytocin + Pufferlésung. Gesamtvolumen war 3 ccm. Die 
Reaktionsdauer fiir alle Ansitze betrug 16 Stunden. Ergebnisse zeigt 
Tabelle VII. 


Tabelle VII. 





Zusatz Abbau in °% 
SUNN 520s tk cere as we ee 66 
Schwangerenurin Mens 9 ........ 73 
pet ie 2): Se ae a -- 50 
‘a * Tene 20 
“a a Boece es 5mg Glutathion 48 
DIONE Fda kw aK CRS os 80 
20 
SOD ee aenee ties oe 2 
Lésung 1 von Mens 10........... : 43 
gee ig OO ae Ae 5 mg Glutathion 80 
Pe : ae one aes oe Case PIES 0 
ae ee Oe Reese iots 5mg Glutathion 0 
» 2 (von Normalurin)....... 0 


ee ‘ Perea 5mg Glutathion 0 
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14. Vorkommen der Oxytocinase in Uterusgewebe und Placenta. 


Wir benutzten einen nichtschwangeren, frisch exstirpierten Uterus, 
der uns aus Operationsmaterial zur Verfiigung stand. Er wurde durch 
den Fleischwolf getrieben und 35g des so zerkleinerten Gewebes mit 
der gleichen Menge Aqua dest. und Seesand im Moérser zerrieben. 
Der durch Zentrifugieren gewonnene Extrakt hatte ein Trocken- 
gewicht von 33,6mg pro ccm und wurde zu Ansiétzen verwendet 
(Extrakt 1). Dann wurde eine Placenta durch langes Durchspiilen der 
Nabelschnurgefafe mit flieSendem Wasser griindlich entblutet. Es 
wurde in derselben Weise wie beim Uterus ein Extrakt hergestellt, 
und zwar mit der doppelten Menge Wasser. Der Extrakt hatte ein 
Trockengewicht von 6 mg pro ccm (Extrakt 2). Die Zusammensetzung 
der Ansatze und die Ergebnisse der Auswertung gehen aus Tabelle VIII 
hervor. Die Auswertung erfolgte nach 12 Stunden. 


Tabelle VIII. 





Zugesetzte Puffer Kochdauer | Abbau 


Fermentmaterial Oxytocinmenge in cem | Zusatz in Min. in % 
Extrakt 1; leem .... 061E. 0,8 ; 97 
a Bea hs ae Ca 1,0 — 99,6 
- | Ce Eee ae ae 0,8 30 0 
‘i ee ae Ys eis OG: 0,8  5mg Glutathion 30 85 
ae ee as! oalng% WEG vs 0,8 99,9 
a 77s ae MR | ae - 33,3 
on a eee 10 a - . - 25,4 
a ap) RAPP 10 ‘a 5 mg Glutathion — 99,9 
A i ee 0,6 4, 0,8 - 30 0 


Zusammenfassung. 

Im Blute von Schwangeren tritt ein Oxytocin inaktivierendes 
Prinzip auf, das vom zweiten Monat der Schwangerschaft an nachweisbar 
wird. Vom dritten bis achten Monat halt sich seine Aktivitét auf einer 
mittleren Héhe, um gegen Ende der Schwangerschaft noch einmal stark 
zuzunehmen. Seine gréBte Wirksamkeit hat es unter der Geburt. 
Etwa 1 Monat nach der Geburt ist es nicht mehr nachweisbar; es ist nur 
im miitterlichen Kreislauf vorhanden, auch im Colostrum ist es nach- 
weisbar. Es handelt sich um ein Ferment. Dafiir sprechen z. B. folgende 
Griinde: Das Prinzip hat ein stark ausgepragtes Wirkungsoptimum im 
pu-Bereich von 6,5--7,5. Zu beiden Seiten dieses Optimums fallt die 
Aktivitat steil ab. Es ist hochmolekular und thermolabil. Seine Akti- 
vitat nimmt mit steigender Reaktionstemperatur zu. Gegen ultraviolette 
Bestrahlung ist das Ferment unempfindlich. Bei steriler Aufbewahrung 
ist es monatelang haltbar. Durch Cystein und Glutathion wird es stark 
aktiviert. Nach Trocknen von Schwangerenserum mit Aceton und 
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Ather ist das Ferment wirkungslos. Seine Aktivitat wird durch Zusatz 
von Glutathion oder Cystein wieder hervorgerufen. Auch Serum von 
Mannern und nichtschwangeren Frauen wird durch diese Zusatze zum 
Oxytocinabbau befahigt. Spezifische Hemmungskorper fiir das Ferment 
lieBen sich nicht auffinden. Eine Vorstufe des Ferments kann in der 
Frauenmilch und im Tierblut durch Aktivierung mit Glutathion oder 
Cystein nachgewiesen werden. Im Tierblut ist das Ferment auch 
wahrend der Trachtigkeit nicht aktiv. Das Ferment ist im Urin von 
Schwangeren und Nichtschwangeren, allerdings nicht regelmaBig, 
nachweisbar. 
Literatur, 
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346, 1938. — 7) A. K. Balls u. Swenson, J. of biol. Chem. 106, 409, 1934. - 
8) J. M. Gulland u. T. F. Macrae, Biochem. J. 27, 1237, 1933. — 9) Dieselben, 
ebenda 28, 1383, 1933. — 10) J. H. Burn, Biologische Auswertungsmethoden. 
Berlin 1937. — 11) M. Christlieb, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 194, 44, 
1939. 








(Aus | 


\ 
Pekti 
Gebie 
gelter 
daB e 
tatsm 
Pekti 
niedri 
diesel 
selbe1 

Z 
an P 
hinau 
bei V 
mit s 
Lésur 
bring 
und \V 
und ¢ 
und 
mitte 


4 
A 


wasse 
griind 
Ripa 
polars 
unter 
hang 
Um ¢ 











Die Viscositiit von Pektinlésungen 
und ihre Beziehung zur Gelierkraft. 
Von 
Ludwig Malsch. 


(Aus der Landesanstalt fiir landwirtschaftliche Gewerbe an der landwirt- 
schaftlichen Hochschule Hohenheim.) 


Eingegangen am 2. August 1941.) 
gegang g 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Viscositatsmessungen sind schon oft zur Wertbestimmung von 
Pektinpraparaten herangezogen worden. Namhafte Forscher auf diesem 
Gebiet lassen indessen die Ergebnisse dieser Messungen nur bedingt 
gelten oder lehnen sie tiberhaupt ab. R. Ripa (1) schreibt in seinem Buch, 
daB er an Hunderten von Proben oft verlockende Resultate bei Viscosi- 
titsmessungen erhielt, daB aber dann ohne jeden Grund auch wieder 
Pektine aus der Reihe herausfielen, indem sie trotz hoher Viscositit 
niedrige Geleestarken ergaben. -Er glaubt jedoch, da®B Pektine auf 
dieselbe Art und Weise hergestellt, weitgehend gereinigt und in dem- 
selben Viscosimeter gemessen, gut vergleichbare Resultate geben. 


Zu einer ahnlichen Ansicht iiber den Wert von Viscositatsmessungen 
an Pektinlésungen kommen A. G. Olsen und Mitarbeiter (2). Dariiber 
hinaus beweisen sie aber, da man allgemein verlaBliche Resultate 
bei Viscositétsmessungen erhalten kann, wenn man vorher die Pektine 
mit saurem 50°%igem Alkohol méglichst metallfrei wascht und die 
Lésungen dann mit verdiinnter Natronlauge auf ein pq von 4,4 bis 4,5 
bringt. Die Autoren behaupten, daB, wenn die unkontrollierbare Salz- 
und Wasserstoffionenwirkung ausgeschaltet wird, die zwischen Viscositat 
und Gelierkraft beobachtete Beziehung so gut sei wie die von Schneider 
und Mitarbeitern am _ nitrierten Pektin in nichtpolarer Lésung er- 
mittelte. 


Schneider und Bock (3) lehnen die Viscosititsbestimmung in 
wasseriger Lésung als Gradmesser der Pektinqualitat ab. Zur Be- 
griindung greifen sie auf die schon oben erwaihnten Ausfiihrungen 
Ripas zuriick; zudem weisen sie darauf hin, dafs Pektine als hetero- 
polare Molekiilkolloide in wisseriger Lésung einer Schwarmbildung 
unterliegen, so daB nicht ohne weiteres ein gesetzmaBiger Zusammen- 
hang zwischen Viscositaét und Kettenlange und damit Gelierkraft besteht. 
Um die Schwarmbildung zu vermeiden, verestern sie die Pektinstoffe 














284 L. Malsch: 


durch Uberfiihrung in Nitropektin und lésen dieses in Aceton, einem 
nichtpolaren Lésungsmittel. 


Die an diesen Lésungen gemessene spezifische Viscositaét ist dann 
unter gewissen Voraussetzungen proportional der Molekiilgr6é8e und 
der Gelierkraft. Fiir das proportionale Anwachsen von Molekiilgrife 
und Gelierkraft, letztere gemessen an der Geleefestigkeit, bringen dic 
beiden Forscher tiberzeugende Beweise. Auf Grund ihrer Erfahrungen 
schlagen dann Schneider und Bock schlieBlich vor, die Qualitat von 
Pektinstoffen nicht durch Kochen eines Probegelees, sondern durch 
Messung der Viscositaét des nitrierten und in Aceton gelésten Pektins 
zu bestimmen. Zur Vervollstandigung des Analysenbildes benétigen sie 
allerdings noch eine Trockensubstanzbestimmung und die Ermittlung 
des sogenannten Milchsiuretests. Darunter verstehen sie diejenige 
Pektinmenge, die nach mehrmaligem Erhitzen mit 1/,°%iger Milch- 
siure und fraktioniertem Ausfillen mit 70%igem Alkohol iibrigbleibt. 
Das Erhitzen mit Milchsaure soll gréBere Pentosanmolekiile unter die 
Ausfallgrenze mit 70°,igem Alkohol spalten. Das am Ende ausgefillte 
Pektin soll nach Abzug von 5%, gréBeren Pentosanen den gelierenden 
Anteil des Praparats wiedergeben. Bei der Nachpriifung dieser Angaben 
haben wir gefunden, daB man bei einer Anzahl von Praparaten den 
Galakturonsiuregehalt durch diese Behandlung kaum iiber 70°, 
treiben kann, so daB eine Galakturonsaurebestimmung in dem gereinigten 
Produkt unbedingt zu empfehlen ist. 


Ks ist sicher, dafs man auf die von Schneider und Bock angegebene 
Weise zu einer genauen Wertbestimmung von Pektinstoffen kommt. 
Doch ist auch ohne weiteres klar, daB die dabei aufzuwendende Arbeit 
noch gréBer ist als beim Kochen eines Probegelees, so daB man deren 
geringere Genauigkeit mit in Kauf nehmen kénnte. Beide Methoden 
haben aber auBerdem den Nachteil, da8 sie verhaltnismaBig viel Pektin 
erfordern, was bei Handelsproben allerdings weniger ins Gewicht faillt. 
da in diesem Falle meistens geniigend vorliegt. Anders ist es bei wissen- 
schaftlichen Arbeiten, z. B. beidem enzymatischen Abbau von Pektinen. 
Hier fallt oft so wenig an, daB es bei weitem nicht ausreicht, um eine 
Molekiilgr6Benbestimmung nach Schneider und Bock durchzufiihren. 
Wir haben deshalb und natiirlich auch aus Griinden der Zeitersparnis 
den Versuch unternommen, durch einfache Abanderungen die Viscosi- 
titsmessungen in wasseriger Lésung in bessere Ubereinstimmung mit 
der Kettenlinge und der Gelierkraft zu bringen. 


Schneider und Bock fuBen mit ihrer Molekulargewichtsbestimmuny 
der Pektine auf den Arbeiten Staudingers und seiner Schule iiber dic 
Molekiilgré6Benbestimmung von Hochpolymeren durch  Viscositits- 
messungen. Staudinger (4) fand folgendes einfache Viscositatsgeset7 
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fiir Linearkolloide (groBe Fadenmolekiile), wie sie z. B. die Cellulose dar- 
stellt: , 
in = £,° M 6, oder 4, = EK, -P*-¢. 


Die Gleichungen gelten fiir Sollésungen, deren spezifische Viscositat, 
worunter der relative Unterschied der Viscositaét der Lésung und der 
des Lésungsmittels zu verstehen ist, zwischen 0,025 und 0,15 liegt. 
K,, ist eine zu ermittelnde Konstante, M die MolekiilgréBe, P der 
Polymerisationsgrad, c¢,,,, die Konzentration von Grundmolen und ¢ die 
Konzentration von g Substanz in 1 Liter Lésung. Staudinger und seine 
Mitarbeiter befafiten sich indessen nicht nur mit den homédopolaren 
Molekiilkolloiden, fiir die die obigen Beziehungen unter gewissen Be- 
dingungen ohne weiteres gelten, sondern auch mit den heteropolaren. 
Als Beispiel fiir ein heteropolares Molekiilkolloid wurde besonders das 
Viscositatsverhalten der Lésungen der Polyacrylséure (5) (6) und ihrer 
Salze naher erforscht. Die Viscositat der heteropolaren Kolloide andert 
sich bei Zusatz von Salzen, ferner auch bei Verinderungen der Wasser- 
stoffionenkonzentration. Besonders aber unterscheiden sich Lésungen 
heteropolarer Molekiilkolloide von denen der homédopolaren dadurch, 
daB die obengenannte Beziehung, ,, = K,,-P-c, auch im Gebiet 
der Sollésung keine Giiltigkeit besitzt. Die ,,/ce-Werte bleiben nicht 
konstant, sondern steigen mit starkerer Verdiinnung stark an. 


m 


Fir diese Erscheinungen haben Staudinger und Pauli Erklarungen 
gegeben. Nach Staudinger muB man eine Schwarmbildung zwischen 
den in heteropolaren Lésungen vorhandenen langen Fadenionen und 
den anorganischen [onen annehmen. Pavwli (7) sieht die Ursache dieses 
anormalen Viscositaétsverhaltens in einer verstaérkten Hydratation. 
Am Beispiel der Polyacrylsiure wurde dann gezeigt, da durch Zusatz 
von anorganischen Ionen, in diesem Falle NaQH, zu den Lésungen der 
heteropolaren Molekiilkolloide die Schwarmbildung zuriickgedrangt 
und bei einem geniigend hohen Zusatz ganz vermieden werden kann. 
Lésungen von heteropolaren Kolloiden verhalten sich dann wie homéo- 
polare und folgen unter den geforderten Voraussetzungen dem Viscosi- 
tatsgesetz. 

Aus den soeben gemachten Ausfiihrungen geht hervor, da} es 
wohl méglich sein wiirde, wasserige Lésungen von Pektinen, die als 
heteropolare Molekiilkolloide anzusprechen sind, dahin zu bringen, daB 
sie der Staudingerschen Gleichung »,, = K,,-P-+c¢ gehorchen. Dies 
schien um so wahrscheinlicher, als es Heen (7) gelang, an der Alginsaure, 
ebenfalls einem heteropolaren Molekiilkolloid, eine viscosimetrische 
Molekulargewichtsbestimmung durchzufiihren. Die Alginsaéure zeigt 
nach Kringstad und Lunde (8) im Aufbau groBe Ahnlichkeit mit der 
Pektinsaure, das gleiche gilt nach Henglein und Schneider (9) fiir Pektin- 
siure und Cellulose. 


m 
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Die spezifische Viscositaét wiisseriger Pektinlésungen. 


Nachstehende Tabellen bringen einige Beispiele fiir das hetero 
polare Verhalten der Pektine. Die Messungen wurden iiberwiegend an 
Hagebuttenpektinen angestellt, weil diese gerade zur Hand waren 
Sie haben einen ahniichen Methoxyl- und Galakturonsduregehalt wic 
die Apfelpektine und verhalten sich auch sonst wie diese. Uber ihre 
Gewinnung, sowie iiber die Herstellung aller anderen Pektinproben wird 
im experimentellen Teil der Arbeit berichtet werden. 


Tabelle I. Einflu®B des pu-Wertes auf die 7,,/e-Werte von Hage- 





buttenpektin. Pektinkonzentration ¢ = 0,375 g/Liter. 
Pu | 4,2 4,8 5,3 5,7 5,9 7,2 94 (10,0 10,5 
r 0,1701; 0,1907 0,1972, 0,1935 0,1907) 90,1701 0,1441) 0,1292 0,1134 


‘sp 


“e 102| 45,4 50,9 52,6 51,6 50,9 454 384 345 30,2 
c 


Tabelle IT. Zunahme der 7,,¢-Werte von Hagebuttenpektin bei 
abnehmender Pektinkonzentration. 





Pektinkonz. 0,3375 0,1688 0,0844 0,0422 


te 0,1238 0,0907 0,0529 0,0331 
j 
— 10 36,7 53,8 62,7 ; 78,5 


€ 


Tabelle HI. Zunahme der 74,,/¢-Werte von Pektolsaure bei ab- 
nehmender Pektinkonzentration. 





Pektinkonz. 1,44 0,75 0,375 0,1875 
ep 0,1181 0,0699 0,0488 0,0311 
Pen 
S&P 102 8,2 9,3 13,0 16,6 
c 


Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die 7,,,/¢-Werte 
halt sich bis zum Neutralpunkt in maBigen Grenzen. Erst von da ab 
tritt ein immer stairker werdendes Absinken ein, wahrscheinlich bedingt 
durch die Anwesenheit gr6Berer Mengen Na-Lonen, die mit der Natron 
lauge — diese allein diente zum Einstellen des py — der Pektinlésung 
zugefiihrt wurden. Da Pektine gegen Alkali empfindlich sind, kénnte 
man auch an einen starkeren Abbau denken und sich so die absteigenden 
n<,/¢-Werte erkliren. Doch wurde hierauf Riicksicht genommen und 
schnell gearbeitet, so daB ein Abbau nur in geringem MabSe statt 
gefunden haben kann. Bis zu py 5,3 tritt ein geringes Ansteigen der 
Nsp/c-Werte ein und von da bis zum Neutralpunkt ein allmahliches Ab- 
nehmen, so dai um py 5,3 ein Scheitelpunkt anzunehmen ist. 
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Eindrucksvoller zeigt sich das heteropolare Verhalten der Pektine, 
wenn man die 7,,/e-Werte bei abnehmender Pektinkonzentration 
messend verfelgt (Tabelle II und III). Im Gebiet der Sollésungen, 
zwischen ,, 0,15 und 0.025, nehmen diese Werte iiber das Doppelte zu, 
sowohl bei einem Hagebuttenpektin als auch bei der Pektolséure nach 
Ehrlich, einer vollkommen demethoxylierten Pektinsiure mit ver- 
kiirzter Molekiilkette. Die Messungen erfolgten ohne jeden Zusatz zu 
den Pektinlésungen. Es ist klar, daB man diese stark ansteigenden 
Werte zu keinem Vergleich der Kettenlange und damit der Gelierkraft 
verschiedener Pektine heranziehen kann. 


Die spezifische Viscositat wisseriger Pektinlésungen mit Salzzusatz. 


Um die Ursache fiir das Ansteigen der 7,,,/c-Werte, die Schwarm- 
bildung zwischen den langen Fadenionen und den anorganischen Lonen, 
zu beseitigen, geben Staudinger und Trommsdorf (5) sowie Heen (7) 
Natronlauge in starkem Uberschu8 zu den Lésungen der Polyacrylsaure 
und Alginséure. In beiden Fallen wird so viel zugesetzt, daB die Sol- 
lisungen dann 2n an NaOH werden. Dieser starke Laugezusatz oder 
auch schon ein geringerer schied infolge der Empfindlichkeit des Pektins 
gegen Alkalien von vornherein aus. Es kam also vornehmlich nur der 
Zusatz von Salzen in Betracht. Die Zugabe von anorganischen Sauren, 
die auch versucht wurde, gaben wir bald wieder auf, da die Léslichkeit 
der Pektine, namentlich der mit niedrigem Methoxylgehalt, in den ver- 
diinnten Sauren zu gering ist. Es wurden nun eine Reihe von Viscositats- 
messungen unter Zusatz von Natriumchlorid angestellt und auch 
annehmbare Ergebnisse damit erzielt. Doch befriedigte auch diese 
Methode nicht, da die aussalzende Wirkung des Natriumchlorids sich 
ebenfalls bei Pektinen mit geringem Methoxylgehalt durch Ausfallungen 
bemerkbar machte. Um von manchen Beimengungen der Pektin- 
praparate, namentlich der fliissigen Extrakte, wie z. B. Saéuren, unab- 
hangig zu sein, setzten wir bei den nachsten Versuchen auber dem 
Natriumchlorid noch eine bestimmte Menge des Me Ilvaineschen 
Phosphat-Citronensaurepuffers (10) zu. Auf diese Weise sollte erreicht 
werden, daB sich kein ganz aus dem Rahmen fallender py-Wert ein- 
stellte, der das Aussalzen der Pektine noch begiinstigt hatte. Als py 
der Pufferlésung waihlten wir den Scheitelpunkt der py-Kurve (Tabelle 1). 
Doch lag damals erst eine weniger genaue Messung vor, derzufolge das 
Maximum der »,,/c-Werte bei 5,6 lag und nicht, wie spater genauer 
befunden wurde, bei py 5,3. Da wir aber schon langere Zeit mit dem 
Puffer von py 5,6 gearbeitet hatten, behielten wir diese Pufferlésung, 
von der so viel zugesetzt wurde, da die gemessene Pektinlésung m/10 
an Natriumphosphat war, fiir die ganze Arbeit bei. 
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Tabelle IV. 


EinfluB8 zugesetzter Salze auf die 4,,/e-Werte verschiedener 
Pektine bei gleichbleibender Pektinkonzentration. 





Lésungsmittel 


Puffer + 





"ep 


n/2 NaCl n NaCl 2n NaCl 3n Naci 





e Wasser Puffer 


bi : | “ep | 01418 0,0747  0,0693 | 0,0752 0,0678 0,0718 
agebuttenpektin 
| "710? AL 19,9 18,5200 18,1 19,1 

[| ep 0,0985 0,0924 0,0959 0,103 
Citronenpektin. . . "ep wal ae nis ae -_ 

| “gp | 0,0633 | 0,0429  0,0427 
Apfelpektin ..... | "ep 108 159.9 404 0s 

c 


Tabelle IV bringt eine Zusammenfassung der 7,,/c-Werte, wie sie 
sich nach dem Zusatz der Pufferlésung und abgestufter Mengen Natrium- 
chlorid zu einigen Pektinlésungen ergaben. Es ist daraus ersichtlich, 
daBs die Viscositaétswerte durch die Ionenwirkung des Puffers stark 
gesenkt werden, daB aber durch weiteren Natriumchloridzusatz, selbst 
in héherer Konzentration, keine neuerliche Erniedrigung eintritt. Zur 
endgiiltigen Entscheidung der Frage, ob die Ionenwirkung der Puffer- 
salze allein schon geniigt, um die Schwarmbildung in den Pektinlésungen 
zu unterbinden, wurde eine Reihe weiterer Messungen, und zwar diesmal 
mit fallender Pektinkonzentration angestellt. Zum Vergleich wurden 
dieselben Pektinpraparate noch einmal in Puffer- + Natriumchlorid- 
lésung gemessen,. Der Gehalt an Natriumchlorid war n/l. Tabelle V 
zeigt deutlich, daB schon bei Gegenwart der Puffersalze allein eine 
hinreichende Konstanz der 7,,/c-Werte vorhanden ist, daB also das 
heteropolare Kolloid sich nun wie ein homéopolares verhalt. Durch- 
schnittlich liegen indessen die Werte mit zusitzlichem Natriumchlorid- 
zusatz noch etwas tiefer und vielleicht auch etwas gleichmaBiger, so 
da wir uns bewogen fiihlten, um auch fiir alle Fille einen geniigenden 
Uberschu8 anorganischer Ionen in der Lésung zu haben, die weiteren 
Messungen in einer Lésung von Puffer und n Natriumchlorid vorzu- 
nehmen. Ausgenommen hiervon waren die Pektine mit geringem 
Methoxylgehalt, also etwa unter 3%, bezogen auf Galakturonsaure ; 
hier muBte der Natriumchloridzusatz wegfallen, da Aussalzungen auf- 
traten. Wie aus Tabeile V ersichtlich ist, entsteht dadurch aber nur 
ein geringer Fehler. Es ist selbstverstindlich, daB andere Salze als dic 
angewendeten denselben Zweck erfiillen wiirden, da es sich ja um eine 
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Tabelle V. 4,,/¢-Werte ohne und mit Natriumchloridzusatz. 





In Pufferlésung In Puffer- n NaCl-Lésung 


Riibenpektin. 


Cc 1,0125 0.5063 0.2531 1,0125 0,5063 0,2531 
tin 0.1793 0.0878 0,0444 O,1617 0.0778 0,0406 
102 17,7 17,3 17.5 16.0 15.4 16,0 


tote Johannisbeerenpektin. 


c 0.3375 0.1688 0.0844 0,3375 0,1688 0,0844 
“Ven 0.0425 0,0226 0,0091 0,033 0.0164 0,087 
PW 126 13.4 10,8 9.8 9.7 10,3 
7 
Him beerpektin. 
c 0.3375 0,1688 0.0844 0.3375 0,1688 0,0844 
Nep 0.0924 0.0498 0.0217 0,0891 0,0414 0,0224 
“P1402 OTA 29,5 25,7 26.4 24.5 26,5 
: 
Erdbeerpektin. 
c 0,308 0,154 0,077 0,308 0,154 0,077 
“ep 0,0425 0,0208 0,0100 0,0371 0,0182 0,0094 
i 
SP 102 13,8 13.5 13.0 12,1 11.8 12,2 
Cc 


Hagebuttenpektin. 
c 0,3375 0,1688 0,0844 0,3375 0,1688 0,0844 


“ep 0,0751 0.0389 0,0190 0,0744 0.0389 0,0182 
“192 293 23,1 22,5 22,0 23.1 21,6 
c 
Citronenpektin. 
c 0,3375 0,1688 0.0844 0,3375 0,1688 0.0844 
"ep 0,189 1 0,0932 0,0498 0,1814 0,0870 0,0450 
"102 56,0 55,2 59.0 53,8 51,6 53,5 
Cc 


fonenwirkung handelt. Wir werden uns gelegentlich noch mit dieser 
Frage beschaftigen. 

Einige weitere Beispiele fiir die Konstanz der Hep (¢-Werte von mit 
Puffer +. Natriumchlorid versehenen Pektinlésungen enthalt die fol- 
gende Zusammenfassung (Tabelle VI). Wie schon frither. wurden in 
der Hauptsache nur die spezifischen Viscositatswerte zwischen 0.15 
und 0,025, fiir die strenggenommen das Viscosititsgesetz von 


Biochemische Zeitschrift Band 309 19 





290 L. Malsch: 


Tabelle VI. Beispiele fiir die Konstanz der »,,/¢-Werte. 





Amerikanisches Apfeltrockenpektin Kaufliches Apfeltrockenpektin. 


¢ 0,525 0,2625! 0,1313 0,0656 0,69 0,345 0.1725 0,0813 


0,2188 0,1055 0,055 0,0262 0,1003 0,055 0,027 0,013 


y sp 


“#P 102 41,7 40,2 41,9 39.9 14.5 15,9 15,7 15,1 
= 


Apfelpektin. Apfelpektin m. 1,7% Methoxylgehalt. 


c 0,3375 00,1688 0,0844 0,3375 0,1688  0,0844 
0,1247 0,0654 =0,0323 0,1024 0,0543 0,0245 


8p 


“8? 102 37,0 38.8 38,3 30,3 32,2 290 
c 


Apfelpektin: mit 1,1% Methoxylgehalt. Gelpektolsiure nach Ehrlich. 
c 0,3375 0,1688  0,0844 0,335 0,1675 
i 0,1168 ~0,0611 0,0300 0,0447  0,0228 


sp 


2 102 -34,6 362 35,6 133 | 136 


Citronenpektin. Zuckerriibenpektin. 
c 0,685 0,3425 0,1713 0,0856 1,11 0,555 0,2775 0,138 
0,286 0,1404 0,0689 0,0358 0,1788 0,0915 00,0462  0,0227 


Nep 


“10 418 41,0 403 418 161 165 16,7 164 


Staudinger nur gilt, aufgenommen. Von Interesse ist auch in dieser 
Tabelle schon die GréBe der gefundenen 7,,,/c-Werte. Untereinander in 
Beziehung gesetzt, gestatten sie die mittlere Molekii!gr6Be und damit 
die Qualitat der einzelnen Praparate zu vergleichen. In der Gelpektol- 
siure nach Ehrlich z. B. ist die urspriingliche Molekiilkette keineswegs 
unversehrt geblieben, was ja auch nach der alkalischen Behandlung 
nicht anders zu erwarten ist. 


Spezifische Viscositét und Gelierkraft. 


Auch bei der Gegeniiberstellung der ,,/c-Werte und der Gelier- 
kraft (Tabelle VIL) wurden erstere als solche in die Zusammenstellung 
aufgenommen und nicht der Polymerisationsgrad oder die MolekiilgréBe 
ausgerechnet. Dies wire auch ohne die vorherige Befreiung der Pektin- 
kérper von den starken zufalligen Beimengungen, die in den Handels- 
praparaten haufig einen héheren Prozentsatz ausmachen als das Pektin 
selbst, gar nicht méglich. Dann ware ferner gema8 der schon erwahnten 


m 


Gleichung von Staudinger I” _ p.K oder? — M -K,, die Kon- 
Cc 


c 
gm 
stante X,,,, ein neuer Unsicherheitsfaktor in der Rechnung, zu ermitteln. 


Die »,,/c-Werte, so wie sie in Tabelle VII aufgezeichnet sind, stellen 
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Tabelle VII. 


Nep ¢-Wert und Gelierkraft. 





Bezeichnung 
der Probe 


Apfelpektin 


Citronen- 


Methoxy!- 


gehalt 
in % 
6,42 
5,56 
10,06 


Galakturon- ; 


siiurege halt 
in % 


724 


22 ¢ 


¢ 
51,6 
45,9 
44.5 


"102 


Gelier- 

kraft 
1,1 
1,4 


1.7 


Nach den Angaben von Olsen 
und Stuewer selbst her- 


Orangenpektin 
(itronenpektin 7,73 73,4 40,8 
Amerikanisches 6,65 76,1 40,7 
Apfel- 
trockenpektin 
Apfelpektin 6,54 56,8 38,0 
Orangenpektin 6,90 66,2 36,9 
Zuckerriiben- 4,35 58,6 28,0 
pektin 
Zuckerriiben- 20,2 
pektin 
Apfeltrocken- 3,77 5 15,3 
pektin 
Fliissiges 3,0: 15,0 
Apfelpektin 


Hagebutten- 2,7 —ikeine | 
pektin Gelee- | 


dung | 


eine GréBe dar, die proportional ist der 
mittleren MolekiilgréBe oder der Ketten- 
lange aller in dem betreffenden Pektin- 
praparat vorhandenen chemischen Be- 
standteile, also Pektin mit Beimengungen 
wie Pentosanen, Hexosanen und anderen. 
Wenn man nun die 7,,/c-Werte und die 
Gelierkraft miteinander in Beziehung 
setzt, so macht man die Voraussetzung 
daB spezifische Viscositat und Gelier- 
kraft der Beimengungen sich entweder 
zueinander so verhalten, wie diese GréBen 
bei den Pektinkérpern selbst was in- 
dessen unwahrscheinlich ist —, oder da8, 
wenn die Beimengungen nicht "gelierend 
wirken, ihre MolekiilgréBe so gering ist, 





gestellt. 


Aus dem Handel bezogen 


Aus kiuflichem fliissigen Pektin- 
extrakt mit Alkohol gefiillt. 


Nach den Angaben von Olsen 
und Stuewer selbst her- 
gestellt. 


Aus dem Hande! bezogen. 


Aus dem Handel  bezogen. 
Werte auf Trockensubstanz 
berechnet. 


Aus langsam an der Luft ge- 
trockneten Friichten nach den 
Angaben von Olsen unit Stuewer 
selbst hergestellt. Das Pektin 
war enzymatisch stark al 
gebaut. 





10 











| Pe ee ee es 
Gelierkratt (Pektinmenge) 


Abb. 1. 
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daB sie, sozusagen als indifferente Streckmittel mit zu vernac! 
lassigender eigener spezifischer Viscositat, die spezifische Viscositat de) 
Praparate nur erniedrigen, aber niemals erhéhen. Das scheint in d 
Tat meistens der Fall zu sein, denn eine gewisse Proportionalitat zwische 
Hsp/¢-Werten und Gelierkraft ist, wie Tabelle VII und Abb. 1 zeige: 
unverkennbar. Die Pektinpraparate wurden nach _fallenden Ne, 

Werten geordnet. Die Gelierkraft ist in g Pektin ausgedriickt, die zi 
Kochen eines Probegelees nach Olsen notwendig sind. Naheres hieriib. 
findet sich im methodischen Teil. Bei der Betrachtung der Ergebnis» 


fallt lediglich ein Wert, und zwar das erste Zuckerriibenpektin, stark: r 


heraus. Der 7,,/c-Wert ist hier gegeniiber der Gelierkraft zu hoc, 


Es handelt sich um ein Pektin, das aus stark getrockneten, teilweise 


schon etwas angebrannten, gekauften Zuckerriibenschnitzeln nach dei, 
Angaben von Olsen und Stuewer mit verdiinnter Salzsiure gewonne: 
worden war. Sicher liegt hier der Fall vor, da® nicht gelierende Bei 
mengungen von einem héheren Molekulargewicht die Viscositat in dir 
Hohe trieben. Im allgemeinen ist aber die gefundene Proportionalitat 
zwischen 7,,/¢-Werten und Gelierkraft jedenfalls so gut, daB es fii 
viele Zwecke der praktischen. Qualitatsermittlung oder der angenahertes 
Ermittlung der MolekiilgréBe fiir wissenschaftliche Zwecke geniigen 
diirfte, wenn die spezifische Viscositat unter den geschilderten oder den 


gleichen Zweck verfolgenden Bedingungen bestimmt wird. 


Methodischer Teil. 
Die Pektinpraparate. 


Die in der Arbeit verwendeten Pektinpraparate wurden in de: 
Mehrzahl selbst gewonnen. Soweit sie dem Handel entnommen: ware 
wurden sie entsprechend bezeichnet. Die Hersteliung erfolgte haup 
sichlich nach dem von Olsen und Stwewer-(11) angegebenen Verfahren 
durch eine 48stiindige Hydrolyse mit Salzsiure bei py 0.7 und 40°C 


Zur Extraktion wurde das Trester-Sauregemisch mit Wasser auf da- 
10- bis l5fache verdiinnt, das pa mit Natriumbicarbonat auf 2,7 bis 3.1) 
gebracht, das Extraktionsgut 1 Stunde auf 60°C erwarmt und schlieBlicl 
abgepreBt und geklart. Der Auszug wurde im Glasumlaufverdampfer etwa~ 
konzentriert und das Pektin abweichend von der Vorschrift statt mit 
Ca-Tonen mit 70°,igem Alkohol niedergeschlagen. Der Niederschlag wurd: 
gut mit Alkohol, Alkohol-Ather und schlieBlich mit Ather gewaschen und 
im Vakuumexsikkator getrocknet. Vollkommen wasserfreie Praparat: 
wurden durch Erhitzen der Niederschlage in der Trockenpistole bei 65° bis 
zur Gewichtskonstanz erhalten. 


Die so gewonnenen Praparate waren von ciner bemerkenswerten 

Reinheit, ihr Galakturonsauregehalt lag bei Apfel-, Citronen-, Orange 
g I 

und Hagenbuttenpektin zwischen 65 und 75°, bei dem aus Zucke! 
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rubenschnitzeln etwas niedriger. Das Hagebuttenpektin der letzten 
fubelle enthalt allerdings nur rund 40°, Galakturonsaure, doch liegt 
auch hier ein enzymatisch weitgehend abgebautes Pektin vor. Der 
Methoxylgehalt wird bei dieser Saurehydrolyse meist erniedrigt; er lag 


bei unseren Praparaten nie iiber 10°), meistens zwischen 5 und 7°). 
Libt man die Salzsiure langer als 48 Stunden, etwa wochenlang ein- 
wirken, so erhalt man Pektinpraparate mit niedrigem Methoxylgehalt, 
etwa von 13°, (Tabelle VI). Die Molekiilkette wird bei dieser Be- 
handlung wenig angegriffen, wie die »,,/c-Werte der beiden Pektine 
mit niedrigem Methoxylgehalt von Tabelle VI zeigen. Die Beeren- 
pektine von Tabelle V wurden durch Fallen des Saftes mit Alkohol 
gewonnen, das Erdbeerpektin durch Auslaugen der Trester mit 
Wasser (12). Die Herstellung der Pektol- und Gelpektolsaure erfolgte 
nach den Angaben Lhrlichs (13). Beide Sauren wurden nur _ leicht 
vereinigt. 
Die Viscositdtsmessungen. 

Zur Lésung wurde die abgewogene Menge Pektin mit etwa 3, der 
vorgesehenen Menge Wasser iibergossen und unter 6fterem Umriihren 
eine halbe Stunde stehengelassen. Danach wurde im Wasserbad auf 
rund 80° (Badtemperatur) erwarmt und nétigenfalls mit einem Glasstab 
die Kliimpchen dabei zerdriickt. Schwer lésliches Pektin wurde bis 
zum Kochen erhitzt. Nach Erreichen der genannten Temperaturen 
wurde das GefaB aus dem Wasserbad herausgenommen und wenn nétig 
der Inhalt noch etwas geriihrt. AnschlieBend fiillte man auf das vor- 
vesehene Volumen auf, schleuderte ab und filtrierte nochmals durch 
ein Filtrierréhrchen aus Jenaer Glas mit der Durchlassigkeit 2. Zur 
Konzentrationsermittlung der meist 0,15° ig angesetzten Lésuny 
wurden 10 ccm in einer Platinschale auf dem Wasserbad eingedampft 
und dann im Trockenschrank bei 103°C bis zur Gewichtskonstanz 
vetrocknet. 

Der als Zusatz benutzte Puffer nach Me I/vaine (10) besteht aus 
zwei Lésungen. Sie wurden fiir unsere Zwecke wesentlich konzen- 
trierter hergestellt und enthielten im Liter 179,05 g Na,HPO,: 12 H,O 
und 52,5 g Citronenséure (m/2) an Natriumphosphat und {m/4 an 
Citronensaéure). Der Puffer py 5,6 besteht aus 58 cem Phosphat- und 
42 com Citronensaureldsung. Die Natriumehloridlésung wurde 4 n_ vor- 
ritig gehalten. Zur Ausfiihrung einer Viscositatsmessung wurden dann 
beispielsweise 6,25 ccm der rund 0,15°,igen Pektinlésung, etwa 15 cem 
H,O, 10 cem des Puffers von px 5,6 und 12,5 cem der 4n Natriumcehlorid- 
losung gemischt und mit Wasser in einem MeBkélbchen auf ein Volumen 
von 50 ccm aufgefiillt. Wenn nétig wurde nochmals durch das obenerwahnte 
Jenaer Glas-Filterréhrchen filtriert. c, die Pektinkonzentration in g/Liter, 
war dann 0,1875 und der Natriumchloridgehalt n/1. Durch entsprechende 
Bemessung der Lésungen lieBen sich die Zusatze in gewissen Grenzen 
beliebig gestalten. Die Pufferlésungen werden leicht von Schimmelpilzen 
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befallen. Wenn man langere Zeit mit Puffer + n Natriumchlorid als Zusatz 
arbeitet, ist es deshalb zweckmaBig, die Puffer- und die 4n Natriumchlorid. 
losung im Verhaltnis 4:5 zu mischen. Die fertige Mischung halt sich gut. 
Zu den Messungen wurde anfangs ein Héppler-Viscosimeter, spater ein 
Ostwald-Viscosimeter benutzt. Bei diesem kommt man schon mit eine: 
geringen Fliissigkeitsmenge aus. Die Temperatur wurde mit einem Héppler. 
The mostaten bei allen Messungen konstant auf 20°C gehalten. Um auch 
das Ostwald-Viscosimeter an den Thermostaten anschlieBen zu kénnen, 
wuide es in einen Glasmantel, der mit Zu- und AbfluB versehen war, ein 
geschmolzen. Der Wasserwert des Ostwald-Viscosimeters betrug 105,8”’ bei 
einem Fiillvolumen von 38cem. Die Kapillare war rund 12em lang. Die 
Reibungskoeffizienten der Pektinlésung und des Lésungsmittels (Wasser 
Salzzusatz) lassen sich nach der Formel », No a (14) ausrechnen; 
“00 
darin ist s das spezifische Gewicht und ¢ die DurchfluBzeit der Zu unter- 
suchenden Fliissigkeit, 1, der schon bekannte Reibungskoeffizient, s, das 
spezifische Gewicht, ¢, die DurchfluBzeit einer Normalfliissigkeit, z. B. von 
int : ; ; 7 Lésung 
doppelt destilliertem Wasser. Zu 1,, fiihrt die Formel Las ae 
7, Losungsmittel 

Setzt man in dieser Gleichung fiir 7 Lésung und », Lésungsmittel die Werte 
aus der vorher genannten Gleichung ein, so ergibt sich, falls man das 
spezitische Gewicht s der Lésung gleich dem spezifischen Gewicht s des 
Loésungsmittels setzt, was bei einer Konzentration ¢ < rund 0,5 g/Lite: 

ohne gréberen Fehler méglich ist, schlieBlich fiir 1, der Wert 

t Pektinl6sung 
t Lésungsmittel 


Man braucht also nur die DurchfluBzeit der Pektinlésung durch die des 
Lésungsmittels zu dividieren und davon 1 abzuziehen, c, die Pektin- 
konzentration in der gemessenen Lésung, ausgedriickt in g/Liter, wird 
gefunden aus der zugesetzten Menge der wasserigen Lésung von bekanntem 
Gehalt. 

Die Bestimmung der Gelierkraft. 

Das Kochen des Probegelees erfolgte nach der von Olsen (15) 
gegebenen Standardmethode, mit dem Unterschied jedoch, daB dic 
léslichen festen Bestandteile des fertigen Gelees statt 60 65°, (2) 
betrugen und das py statt mit Weinsdure mit dem von Olsen und Mit- 
arbeitern eingefiihrten ,,synthetischen Saft’ (2) festgelegt wurde. 
Danach waren die Einzelbestandteile des Gelees vor dem Kochen dic 
folgenden : 

«xg Pektin, 

345,4 — xg Zucker insgesamt, einschlieBlich der 63g feinem Zucker, 
194,25 g ,,synthetischer Saft** mit 15,34 g festen léslichen Bestandteilen, 
55 cem Wasser. 


Entsprechend der etwas starkeren Verdampfung in unserem zum 
Kochen vetrwendeten GefiB enthielt der obige Ansatz etwas mel 
Wasser als in der von Olsen gegebenen Vorschrift. Das Gelee sollte nach 
dem Kochen ebenfalls 555 g wiegen., 
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Zur Messung der Geleefestigkeit diente in Ermangelung eines 
Liiersschen Pektinometers der nach den Angaben von Baker (16) her- 
gestellte Festigkeitsmesser, der wohl identisch mit dem von Tarr 
konstruierten Geleemesser ist (17). Wie bei Olsen beschrieben, wurden 
zwei oder drei Geleeproben mit verschiedenen Pektinmengen gekocht, 
die Pektinmengen in g und die dazugehGrige Geleefestigkeit, ausgedriickt 
in em Wassersaule, auf logarithmisch geteiltes Papier aufgetragen und 
auf der erhaltenen Kurve die Pektinmenge fiir die Geleestarke von 
50 em Wassersiule abgelesen. Diese Pektinmenge in g, die also nach 
der oben geschilderten Weise zu Gelee verkocht, eine Geleefestigkeit 
von 50 em Wassersaule ergibt, wurde fiir jedes einzelne Pektinpraparat 
ermittelt und in der Tabelle mit dem »,,/c-Wert verglichen. 


Die Bestimmung der Galakturonsdure und der Methoxulgruppe. 


Die Bestimmung der Galakturonsaure erfolgte gewichtsanalytisch 
im wesentlichen nach den Angaben Ehrlichs (18). Jedoch wurde die 
Methode von uns wesentlich verbessert, woriiber in einer spateren Arbeit 
noch berichtet werden wird. Die Umrechnung der gefundenen CO. 
erfolgte auf Galakturonsaure durch Multiplikation mit dem Faktor 4,4. 


Der Methoxylgehalt wurde nach Viebéck und Schwappach (19) maB- 
analytisch bestimmt. 
Zusammenfassung. 
Die spezifische Viscositaét einer Anzahl Pektinpraiparate wurde 
ohne und mit Zusatz von Salzen bestimmt. 


Es wurde gefunden, dafi Pektine in wasseriger Lésung nach Salz- 
zusatz sich wie homéopolare Kolloide verhalten und dem Staudinger schen 
Viscositatsgesetz gehorchen. 


Die so erhaltenen 7,,/c-Werte sind im allgemeinen der Gelierkraft 
proportional. 


Herrn Professor Dr. Walter Zimmermann danke ich fiir die Uberlassung 
des Arbeitsgebietes. 

Bei der experimentellen Durchfiihrung unterstiitzte mich Herr Dr. 
Richard Weber mit viel Verstandnis. Fraulein Doris Osswald fiihrte eine 
Anzahl Messungen mit Sorgfalt aus. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die Gewihrung 
von Mitteln. 
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